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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

M/39091-PCT 


WEITERES siehe Mitteilung liber die Ubermittlung des internattonalen 

Recherchenbenchts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie. soweit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
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Anmelder 

GIESING , Michael et. al . 



Dteser Internationale Recherchenbericht wurde von der International Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eme Kopie wird dem International Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt msgesamt 3 Blatter. 

|~X~] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eme Kopie der in dtesem Bencht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtltch der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der mternationalen Anmeidung in der Sprache 
durchgefuhrt worden. in der sie emgereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeber ist. 

| | Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage emer bei der Behorde emgereichten Ubersetzung der mternationalen 
Anmeidung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden 

b. Hinsichtlich der in der mternationalen Anmeidung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das 

| | in der mternationalen Anmeidung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der mternationalen Anmeidung in computerlesbarer Form emgereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtragiich in schnftlicher Form emgereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtragiich in computerlesbarer Form emgereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, da(3 das nachtragiich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehait der 
mternationalen Anmeidung im Anme(dezeitpunkt hinausgeht. wurde vorgelegt. 

[ | Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfaGten Informationen dem schnfthchen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

| | Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld i) 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II) 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder emgereichte Wortlaut genehmigt. 
| [ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

Fy] wird der vom Anmelder emgereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
| | Anmelder kann der Behorde mnerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses mternationalen 

Recherchenbenchts eme Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbiidung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffenthchen: Abb. Nr. 

| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbiidung vorgeschlagen hat. 
[ | weil diese Abbiidung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N5/06 C12M3/06 C12Q1/68 A61K35/12 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbote ) 

IPK 7 C12N C12Q 



Recherchserte aber nicht zum Mindestprufstoft gehorende Verdftentlichungen, soweit diese unterdie recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektromsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie : 


Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr Anspruch Nr. 


X 


HIRTE, H.W. ET AL.: "A rapid and simple 


1.2,4,5, 




method for the purification of tumor cells 


7,9-14 




from ascites fluid of ovarian carcinoma" 






GYNECOLOGIC ONCOLOGY, 






Bd. 44, 1992. Seiten 223-226, XP002122420 






Seite 224, erste Spalte, erster Paragraph 






und Zeilen 6-8 des zweiten Paragraphs; 






Seite 225, erste Spalte, Zeilen 18-24; 






Seite 226, erste Spalte, letzter Satz 




X 


EP 0 483 506 A (MICROBYX CORP) 


1.5,7,9 




6. Mai 1992 ( 1992-05-06) 






Spalte 2, Zei len 20-50 






-/- 





Weitere Veroffentlichungen smd der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamihe 



Sesondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

A Veroffentlichung. die den allgememen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

E : alteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

_" Veroffentlichung. die geeignet ist. einen Pnontatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

O" Veroffentlichung. die sich auf eine mundliche Offenbarung. 

eine Benutzung. eine Ausstellung oderandere MaBnahmen bezieht 
P Veroffentlichung. die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Pnorttatsdatum veroffentlicht worden ist 



' Spatere Veroffentlichung. die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Pnoritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundehegenden Prmzips oder der ihr zugrundehegenden 
Theone angegeben ist 

' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf mdenscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
A-erden wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbmdung gebracht wird und 
diese VerDindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

17. November 1999 


Absendedatum des nternationalen Recherchenbenchts 

03/12/1999 


Name und Postanschnft der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P B 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Ri)swi)k 

Tel (-31-70) 340-2040. Tx 31 651 epo nl. 
Fax: (-31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Alt, G 
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Kategone Bezeichnung der Verorfentlichung, soweit erforderhch unter Angabe der m Betracht kommenden Teile 



Betr Anspruch Nr. 



P .X 



SHANTZ , G.D. ET AL.: "Tumour metastsis 

and cell deformation: Assessment of 

nucleopore filtration" 

TREATMENT OF METASTSIS: PROBLEMS AND 

PROSPECTS, 1985, Seiten 291-294, 

XP002122422 

siehe Tabelle 1 

PITTMAN K ET AL: "Reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction 
for expression of tyrosinase to identify 
malignant melanoma cells in peripheral 
blood" 

ANNALS OF ONCOLOGY . NL , KLUWER , DORDRECHT, 
Bd. 7, 1996, Seite 297-301 XP002092615 

ISSN: 0923-7534 
siehe Seite 299, erste Spalte 

RYE, P.D. ET AL.: "Immunobead filtration: 
A novel approach for the isolation and 



10-13.15 



propagation of tumor 

THE AMERICAN JOURNAL 

Bd. 150. Nr. 1, 1997 

XP002122421 

das ganze Dokument 



cells" 

OF PATHOLOGY. 
Seiten 99-106, 



EP 0 584 715 A ( KUEBLER GMBH DR) 
2. Marz 1994 (1994-03-02) 
das ganze Dokument 

EP 0 806 666 A (SYNTRON BIORESEARCH INC) 
12. November 1997 (1997-11-12) 
das ganze Dokument 

WO 99 10528 A ( UCIECHOWSKI PETER ;AUSTRUP 
FRANK (DE); EDER CLAUDINE (DE); FEIFEL) 
4. Marz 1999 (1999-03-04) 
siehe Seiten 28-47, Ref erenzbei spi el e 1-11 
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(43) Internationales 

Vcroffentliehungsdatum: 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 
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(30) Prioritiitsdaten: 

198 33 738.8 



27. Juli 1998 (27.07.98) 



DE 



(71) (72) Anmelder und Krfinder: GIESING, Michael [DE/DEj; 

Berghanser Strasse 295, D-45659 Recklinghausen (DE). 

(72) Erhnder; und 

(75) Krfinder/Anmelder (nurjur US): AUSTRUP, Prank [ DE/ DE] ; 
Forellstrasse 25b, D-45663 Recklinghausen (DE). 

(74) Anwalte: K1NZEBACH, Werner usw.; Reitstotter, Kinzebach 
unci Partner, Sternwartstrasse 4, D-81679 Munchen (DE). 
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Veroffentlicht 

Mil inlernationalem Recherchenberichi. 

Vor Ablauf der fur And e run gen der Anspriiche zugclassenen 
Frist; Veroffent lie hung wird wie der holt falls Anderungen 
einireffen. 



(54) Title: CANCER CELLS FROM BODY FLUIDS CONTAINING CELLS, ISOLATION THEREOF' AND AGENTS CONTAINING 
THE SAME 



(54) Hc/cichnung: KREBSZELLEN AUS ZELLHALTIGEN KORPERFLUSSIGKEITEN, DEREN ISOLIERUNG, VERWENDUNG 
SOWIE DIESE ENTHALTENDE MITIEL 



(57) Abstract 



The present invention relates to a method for isolating cancer cells from body fluids containing cells. The invention also relates to 
sets for carrying out said method, cancer cells isolated from body fluids, cell lines established therefrom or derived cell constituents, the 
use thereof as therapeutic agents or targets, and pharmaceutical or veterinary products containing them. The inventive method is based 
on the idea that body fluids containing cells are comprised of different sized and different shaped cells and groups of cells. According 
to the invention, body fluids containing cells or fractions of said body fluids are filtered in a sieve that retains cancer cells. The isolation 
and characterization of cancer cells is highly important, especially in the held of oncology, in order to respond to questions related to 
diagnostics, prognoses, therapeutics and scientific matters in human medicine and veterinary medicine. The inventive method also enables 
eancer cells to be removed totally from fluids or fractions (isolates) thereof containing cells. The isolated cancer cells, cell lines established 
rherefrom and derived cell constituents reflect a substantially native i.e. biological state that can be associated with corresponding cancer 
cells in a body fluid. 



(57) Zusam men fussiing 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von Krebszellen aus zellhaltigen Korperflussigkeiten; Sets zur 
Durchfuhrung dieses Verfahrens; aus Korperflussigkeiten isolierte Krebszellen; daraus ctablierte Zellinien oder abgeleitete Zellbestandteile; 
deren Vcrwendung als Thcrapeutika oder Target; und diese enthaltende pharmazeuiische oder tierarzneiliche Mittel. Das erhndungsgemaBe 
Verfahren beruht darauf, daB in einer zellhaltigen Korpertlussigkeit Zellen und Zellaggregate unterschiedlicher GroBe und Gestalt anzutretfen 
sind. Ei ImdungsgemaB werden einc zellhaltige Korperllussigkeit oder Teile davon durch ein Sieb gefuhrt, das Krebszellen zuriickhalt. 
Die Isolierung und Charakterisierung von Krebszellen ist vor allem im Bereich der Onkologie fur die Ueantwortung diagnostischer, 
prognostischer, therapeutischer und wissenschaftlicher Fragestellungen sowohl im tierexperimentellen als auch im humanmedizinischen 
Bereich von groBer Bedeutung. Dariiber hinaus dient das erhndungsgemaBe Verfahren zur, gegebenenfalls vollstandigen, Entnahme von 
Krebszellen aus zellhaltigen Fliissigkeiten oder zellhaltigen Fraktionen (Isolaten) davon. Die isolierten Krebszellen, daraus etablierte 
Zellinien und abgeleitete Zellbestandteile spiegcln einen im wesentlichen nativen, d,h. biologischen Zustand wieder. der entspechenden 
Krebszellen in der KorperfHissigkcit zugeordnet werden kann. 
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KREBSZ ELLEN AUS Z.ELLH ALT I GEN 
KORPERFLUSSIGKEITEN, DEREN ISOLIERUNG, VERWENDUNG SOWIE 



DIESE ENTHALTENDE MITTEL 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung 
von Krebszellen aus zellhaltigen Korperf liissigkeiten; Sets zur 
10 Durchf iihrung dieses Verf ahrens ; aus Korperf liissigkeiten 
isolierte Krebszellen; daraus etablierte Zellinien oder 
abgeleitete Zellbestandteile ; deren Verwendung als Therapeutika 
oder Target; und diese enthaltende pharmazeutische oder 
tierarzneiliche Mittel . 



Das erf indungsgemaBe Verfahren beruht darauf, daB in einer 
zellhaltigen Korperf liissigkeit Zellen und Zellaggregate 
unterschiedlicher GroBe und Gestalt anzutreffen sind. Die 
Isolierung und Charakterisierung von Krebszellen ist vor allem 

20 im Bereich der Onkologie fur die Beantwortung diagnostischer , 
prognostischer , therapeutischer und wissenschaf tlicher 
Fragestellungen sowohl im tierexperimentellen als auch im 
humanmediz inischen Bereich von grower Bedeutung. Dariiber hinaus 
dient das erf indungsgemaBe Verfahren zur, gegebenenf alls 

25 vollstandigen , Entnahme von Krebszellen aus zellhaltigen 

Fliissigkeiten oder zellhaltigen Fraktionen (Isolaten) davon. 
Die isolierten Krebszellen, daraus etablierte Zellinien und 
abgeleitete Zellbestandteile spiegeln einen im wesentlichen 
nativen, d.h. biologischen Zustand wieder, der entsprechenden 

30 Krebszellen in der Korperf liissigkeit zugeordnet werden kann. 

Die Isolierung von Krebszellen zur Durchf iihrung von in-vitro 
oder ex-vivo Untersuchungen ist beispielsweise dann 
unproblematisch , wenn ein Primarturmor lokalisiert wurde und 
35 somit eine Gewebeprobe der Untersuchung zugrundegelegt werden 
kann. In diesem Sinne beschreibt beispielsweise das US-Patent 
5,242,806 einen Chemosensibi 1 itatstest an Tumorzellen aus 
Biopsiematerial . Auch das in dem US-Patent 5,023,172 



15 



WO 00/06702 




PCT/EP99/05386 
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beschriebene MTS-Sy stem zum Austesten von tumor inaktivierenden 

Wirkststof f en geht von Biopsiematerial aus. Dieses wird mit 
Trypsin behandelt una anschlieBend zu einer Feeder-Zellen- 
Suspension gegeben, urn multizellulare Tumorspharoide zu bilden. 

5 

1st hmgegen kein Tumor lokalisiert worden und steht deshalb 
kein Gewebe zur Verfiigung, so ergeben sich Probleme. Zwar weiB 
man, da3 sich unter Umstanden auch in Korper f liiss igkeiten 
Krebszellen aufspiiren lassen, aufgrund der geringen 
10 Konzentration an Krebszellen in Korper f liiss igkeiten sind 
entsprechende Anaiysen jedoch technisch extrem schwierig. 
Deshalb wird die Aussagekraft derartiger Anaiysen vor allem 
durch die klassische Medizin haufig in Zweifel gezogen. 

15 So kann im Rahmen der Identif iz ierung und Charakterisierung 

disseminiert-er Krebszellen - wozu insbesondere tumorose Zellen 
gehoren, die sich vom Primartumor, von Metastasen und/oder 
Rezidiven abgelost haben und in Kbrperf liiss igkeiten zirkulieren 
- die Isolierung von Krebszellen entscheidende Bedeutung haben. 

20 MiBt man beispielsweise die Expression relevanter Gene durch 
Zellen einer zu unter suchenden Korperf lussigkeit , so ist eine 
Isolierung von Krebszellen dann nicht erf order 1 ich , wenn die 
relevanter. Gene von den ublicherweise in der 

Korperf liissigkei ten vorhandenen, nicht entarteten Zellen nicht 
25 oder nur in sehr geringem MaBe exprimiert werden . Werden 
dagegen die relevanten Gene auch von den nicht entarteten 
Zellen exprimiert, ist es erf order lich , disseminierte 
Krebszellen zunachst zu isolieren und dann die Expression 
relevanter Gene zu messen. In diesem Falle bietet eine 
30 quantitative Analyse zur Expression bestimmter z.B. 

tumorbiologisch relevanter Nukleinsauren (z.B. FAS-Ligand, FAS- 
Rezeptor, bax, bcl-2 , Ki-67 , Cycline, Adhesionsmolekiile) die 
Moglichkeit der Express ionszuordnung zum Tumor isolat . 

35 Zwecks Charakterisierung der Tumorzellen ist es sinnvoll, 
genomische Veranderungen der Tumorzellen auf DNA-Ebene zu 
analysieren. Besrimmungen wie "LOH (loss of heterozygocity ) , 
Mutationen, Amplif ikationen etc. 11 bediirfen einer extrem reinen 
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Population von Tumorzellen, da verunreinigende "Wildtyp-Zellen" 
potentielle Genomveranderungen uberdecken und so diese nicht 
niehr detektierbar machen. Durch das vorliegende Verfahren 
werden kontaminierende, wildtypexprimierende Zellen wenigstens 
5 soweit entfernt, da3 genomische Veranderungen der Krebszellen 
meBbar sind. Wildtyp-Zellen , z.B. CD45-positive Zellen, konnen 
dann als BezugsgroBe zur Messung von z.B. LOH's, 
Amplif ikationen und Mutationen dienen. 

10 Bekannte zu Isolationszwecken angebotene Verfahren flihren 

vielfach zu einer lediglich unspezif ischen Anreicherung von 
Krebszellen. Auch das in der US-A-5 , 529 , 903 beschriebene 
Leukopherese-Verf ahren bietet keine spezif ische Anreicherung 
von Krebszellen, sondern liefert Fraktionen, die zum 

15 liberwiegenden Teil aus mononuklearen Zellen bestehen, wie sie 

auch mit herkommlichen Dichtegradienten erhalten werden konnen. 

Die DE 40 062 93 Al gibt ein Trennmittel aus 
Polyvinylacetalharz an, mit dem Zellen aus Suspensionen 
20 abgetrennt werden konnen. Dieses Verfahren ist eine 

Weiterentwicklung der schon lange bekannten Nylonwolle- 
Aufreinigung von T-Lymphozyten. Grundprinzip ist auch hier die 
praf erentielle Adsorption von B-Zellen und 
Makrophagen/Monozyten an das Trennmittel. 

25 

Auch mit dem in der europaischen Patentanmeldung EP 0 448 837 
A2 beschriebenen Verfahren werden Zellen aus einer Suspension 
unspezifisch auf einem Filter aufkonzentriert, wobei der dazu 
angelegte Druck Riickschlusse auf die Zellzahl zulaBt. 

30 

Zur Vermeidung von gynakologischen Abstrichen schlagt die EP 0 
483 506 Al vor, Menstruationsblut zu filtrieren. Der Filter 
wird so gewahlt, daft rote und weiBe Blutzellen die Filterporen 
passieren konnen. Die librigen, auf dem Filter zuruckgehaltenen 
35 Zellen werden dann einer Papanicolaou-Farbung unterzogen, und 
es wird die iibliche cytodiagnostische Beurteilung des 
Zellbildes vorgenommen r um normale von anormalen Zellen zu 
unterscheiden . 
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Zum raschen Sammeln unci Konzentrieren von Zellen aus groBen 
Fliissigkeitsmengen wie Mundspulungen dient das in dem US-Patent 
5,578,459 beschriebene Verfahren. Eine Auftrennung von 
Zellgemischen wird nicht gelehrr. Auch nach dem in der 
5 japanischen Anmeldung JP-5-252996A beschr iebenen Verfahren 

sollen alle Zellen aus einer Losung auf einen Filter gebracht 
werden. Dies gilt ebenfalls fur das in JP-07143898A 
beschriebene Verfahren . 

10 Dagegen kann die Isolierung von disseminierten Krebszellen 
bekanntermaBen in it Verfahren gelingen, bei denen die 
Krebszellen so raarkiert werden, da£ sie von nicht entarteten 
Zellen zu unterscheiden sind und auf grunddessen aussortiert 
werden konnen. Neben der klassischen Saulentechnik werden zu 

15 diesem Zweck beispielsweise auch sogenannte "Cross-Flow" und 
"Through-Flow" Filter beschrieben, die mit spezifischen 
Liganden beladen sind (z.B. in der WO 96/06158, die allerdings 
nicht auf Tumor zellen abstellt) . 

2 0 Die uberwiegende Anzahl derartiger Verfahren beruht auf einer 

antigenspez if ischen Immunadsorption. Antikorper gegen bestimmte 
tumor spez if ische oder epitheliale Zelloberf lachenmolekule 
werden. beispielsweise mit f luoresziercnden und insbescndere 
magnetischen Markern versehen. Diese Verfahren haben den 

25 Nachteil, da£ durch eine Quervernetzung der Oberf lachenantigene 
unkalkulierbare Effekte, wie Apoptose, Anergie, Aktivierung und 
weitere Zustandsanderungen der Zellen auftreten konnen. 
Derartige Effekte konnen das Bild einer anschlieBenden 
Charakterisierung der isolierten Krebszellen drastisch 

30 verandern. So kann beispielsweise das Expressionsprof il einer 
Zelle innerhalb weniger Minuten beeinfluBt werden. 
Verstandlicherweise kann in solchen Fallen nicht ausgeschlossen 
werden, daB die so erhaltenen Analyseergebnisse 

Scheineigenschaf ten wiederspiegeln , welche die disseminierten 
35 Krebszellen in der Korperf liissigkeit vor ihrer Isolierung nicht 
aufwiesen. Dies ware aber wiinschenswert . Ferner ist von 
Nachteil, da£ die anhaftenden Antikorper nicht oder nur mit 
ungunstigen Auswirkungen auf die Zelle entfernt werden konnen. 
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Richten sich die Antikorper gegen intrazellulare Bestandteile, 
ist sogar eine Fixierung und Perforierung der Zelle 
erf orderlich, was deren Tod zur Folge hat. Unter derartigen 
Umstanden sind sogenannte Bioassays, die m it lebenden und 
5 insbesondere vermehrungsf ahigen Zellen arbeiten, mit groBen 
Schwierigkeiten behaftet oder gar unmoglich. Ein weiterer 
Nachteil der Aufreinigung liber Antikorper liegt in der 
Kreuzreaktivitat bestimmter Epitope, so daii auch "normale" 
Zellen mit isoliert werden Jconnen. Au£erdem konnen durch 
10 Clusterbildung mit Blutbestandteilen , z.B. Blutplattchen , 

Fibrien und ahnlichem, isolationstechnisch wichtige Epitope 
zuiuindest teilweise verdeckt werden, so da£ eine Isolierung 
solcher Zellen 

15 Die Anforderungen, die an ein Verfahren zur Isolierung von 

Krebszellen im Rahmen der Identif izierung und Charakterisierung 
disseminierter Krebszellen gestellt werden miissen, sind hoch. 
Neben der liblicherweise im Hinblick auf das Verf ahrensprodukt 
geforderten hohen Ausbeute und Reinheit, ist es im vorliegenden 

20 Fall vor allem die Authentizitat der isolierten Krebszellen, 

welche die Brauchbarkeit eines derartigen Isolierungsverf ahrens 
bestimmt. Die Krebszellen sollten moglichst unverandert aus der 
Korperf lussigkeit isoliert werden konnen, also nicht mit 
isolationstechnisch bedingten Konstrukten, wie Glasbeads 

25 behaftet sein* Sie sollten ex vivo kultiviert werden konnen und 
in Bio-Assays ein zuverlassiges Bild ihres ursprunglichen 
Zustandes in der Korperf lussigkeit wiedergeben. 

Ein Verfahren, das diesen Anforderungen gerecht wird, nutzt die 
3 0 entscheidenden Vorteile aus, die sich aus der Identif izierung 
und vor allem Charakterisierung von Krebszellen aus 
Korperf lussigkeiten ergeben. Vergleicht man Zellen aus 
Pr imartumorgewebe mit entsprechenden disseminierten 
Tumorzellen, so weisen die disseminierten Tumorzellen in der 
3 5 Regel genetische und physiologische Merkmale auf, die sich von 
denen des Primartumors unterscheiden , beispielsweise durch 
klonale Selektion aus diesen entstehen konnen. Diese Merkmale 
liefern wichtige, gegebenenf alls zusatzliche Inf ormationen fur 
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die Diagnose, Prognose, Pradiktion und weitere onkologische 
Fragestel lungen . 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher , ein schonendes 
5 Verfahren zur Isolierung von Krebszellen aus zellhaltigen 

Korperf liissigkeiten zur Verfugung zu stellen, das den Zustand 
dieser Krebszellen nicht oder nur unwesentlich beeinfluBt. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daft es gelingt, Krebszellen 
10 aus zellhaltigen Korperf liiss igkeiten durch einen grbBen- 
und/oder gestaitabhangigen Trennvorgang zu isolieren. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren 
zur Isolierung von Krebszellen aus zellhaltigen 
15 Korperf liiss igke i ten f das dadurch gekennzeichnet ist, daB man 
die zellhaltige Korperf liissigkeit oder Teile davon durch ein 
Sieb fiihrt, das Krebszellen zuriickhalt. 

Unter Isolierung versteht man erf indungsgemaB jegliche 
20 Anreicherung eines zu isolierenden Bestandteils aus einem 

Gemisch, das diesen neben wenigstens einem anderen Bestandteil 
enthalt. Das Ergebnis der Isolierung kann also durchaus auch 
ein vei teres Gemisch sein, das aber im Vergleich zum 
urspriingiichen Gemisch den zu isolierenden Bestandteil im 
25 Verhaltnis zu wenigstens einem anderen Bestandteil in hoherer 
Konzentration enthalt . 

Der Begriff Krebszelle steht erf indungsgema/3 fur eine Zelle, 
die eine oder mehrere mit Krebs, also Entartung im allgemeinen 

3 0 Sinn, in Zusammenhang stehende Modifikation aufweist. Grundlage 
dieser Definition ist die Vorstellung, dafi es sich bei der 
Entstehung von Krebs urn einen kontinuier 1 ichen 
Veranderungsproze/3 handelt. Beispielsweise bedarf es in der 
Regel mehrerer Veranderungen insbesondere des genetischen 

35 Materials bzw. der Expression des genetischen Materials von 
Zellen auf dem Weg von einer Normalzelle zu einer Krebs- und 
insbesondere einer Tumorzelle. Der Begriff Krebszelle umfaBt 
daher auch Vorstufen von Krebs- und insbesondere Tumorzellen 
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mit krebsartigen bzw. tumordsen Modif ikationen. Disseminierte 
Tumorzellen, also Zellen, die sich vom Primartumor abgelost 
haben und in Korperf lussigkeiten zirkulieren, gelten nicht als 
eigentlicher Tumor im medizinischen Sinn, sie stellen aber 
5 Krebszeilen im er f indungsgemaften Sinn dar. Erf indungsgemafi 

gehoren zu disseminierten Tumorzellen auch mikrometastasierte 
und metastasierende Tumorzellen, sofern sich diese in einer 
erf indungsgemaiBen Korperf lussigkeit bef inden. 

10 Unter Sieb versteht man erf indungsgema£ ein Material, das einen 
groften- und/oder gestaltabhangigen , d.h. auf ZellgroBe, 
Verf ormbarkeit , Aggregat- oder Clusterbildung basierenden, 
Trennvorgang ermoglicht. In Bezug auf die Isolierung von 
Krebszeilen versteht man unter Sieb also ein Trennmittel , mit 

15 dem sich Krebszeilen von Nichtkrebszellen trennen lassen. Der 
Siebvorgang fuhrt zu einer raumlichen Aufteilung von 
Krebszeilen und Nichtkrebszellen; zur Bildung von wenigstens 
zwei Zellf raktionen ; zur bevorzugten Zuordnung von Krebszeilen 
zu wenigstens einer Zellfraktion und zur bevorzugten Zuordnung 

20 von Nichtkrebszellen zu wenigstens einer weiteren Zellfraktion; 
gegebenenf alls zur im wesentlichen ausschlieftlichen Zuordnung 
von Krebszeilen zu wenigstens einer Zellfraktion. 

In der Regel findet man im Siebruckstand - je nach 
25 Krebszellgehalt der Korperf lussigkeit - bis zu 100 Krebszeilen 
pro ml Korperf lussigkeit . Im Vergleich zu den in der 
Korpef lussigkeit vorhandenen Nichtkrebszellen - im Falle von 
Blut insbesondere den mononuklearen Zellen - erreicht man in 
der Regel Anreicherungsf aktoren von 10 5 und hoher, vorzugsweise 
3 0 von mindestens 5 x 10 5 , bevorzugter von mindestens 10 6 und 

insbesondere von wenigstens 5 x 10 6 . Diese Faktoren lassen sich 
gegebenenf alls durch weitere dem Siebvorgang vor- und/oder 
nachgeschaltete Trennvorgange erhohen. So werden bei der 
ublicherweise an Blut zunachst vorgenommenen Abtrennung der 
35 MNC-Fraktion , z.3. durch Dichtegradientenzentr if ugation , 
Anreicherungsf aktoren von etwa 10 2 erreicht. 

Im Hinblick auf die anschlieBende Verwendung der Krebszeilen 
konnen an das Verhaltnis von Krebszeilen zu Nichtkrebszellen 
40 unterschiedlich hohe Anf orderungen gestellt sein. Sensitive 
Untersuchungsmethoden , wie die p53-Analytik, erfordern 
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beispielsweise ein Verhaltnis von wenigstens einer Krebszelle 

zu 1000 Nichtkrebszellen wahrend weniger sensitive 
Untersuchungsmethoden, wie die LOH-Analytik , ein Verhaltnis von 
wenigstens 1:1 erfordern. 

5 

Erf inaungsgema/3 kann man ein Sieb wahlen, das Nichtkrebszellen 
der zellhaltigen Korperf liissigkeit gerade noch passieren laBt. 
Ebenfalis geeignet ist ein Sieb, das auch groBere Partikel als 
Nichtkrebszellen passieren laBt, Krebszellen oder wenigstens 
10 ein Teil der Krebszellen hingegen zuriickhalt. Unter 

Berucks icht igung eines groBen- und/oder gestaltabhangigen 
Trennvorgangs kann die Wahl des Siebes, insbesondere in 
Abhangigkeit von der verwendeten Korperf liissigkeit , optimiert 
werden . 

15 

Bei dem Sieb handelt es sich in der Regel urn ein flachiges 
Gebilde nit Offnungen, die auch als Maschen bezeichnet werden. 
Neben flachigen Materialien sind auch pordse Korper, 
beispielsweise Filter, oder niembranartige Materialien geeignet. 
20 Voraussetzung ist allerdings, daB die PorengroBe hinreichend 
definiert ist. 

Die GroBen der Of fnungen eines Siebes liegen in der Regel 
innerhalb eines bestimniten Bereichs. Die Anqabe von Unter- und 

25 Obergrenze bedeutet nicht, daB auch Offnungen mit genau diesen 
Grenzwerten auf dem Sieb vorhanden sein miissen . Wohl aber 
bedeutet eine solche Angabe, daB Offnungen, deren GroBe diese 
Werte unter- bzw, uberschreitet , auf dem Sieb nicht vorhanden 
sind. Vorzugsweise liegen die GroBen der Offnungen eines Siebes 

30 innerhalb eines eng definierten Bereichs. Idealerweise sind sie 
im wesentlichen einheitlich. Die Groften der Offnungen eines 
Siebes werden im folgenden als Maschenweite oder 
Por engrbBe/Porenweite bezeichnet . 

35 Ein erf indungsgemaB einsetzbares Sieb weist in der Regel eine 
Maschenweite bzw. Porenweite von 10, insbesondere 15, bis 200 
jLtm, vorzugsweise von 15, insbesondere 17, bis 3 0 ^m und 
besonders bevorzugt von etwa 20 /im auf. Gemeint sind sowohl 
Siebe, deren Maschen- bzw. Porenweite eine gewisse Verteilung 

40 innerhalb der vorstehend genannten Bereiche aufweist, als auch 
Siebe mit einer im wesentlichen einheitlichen Maschen- bzw. 
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Porenweite, deren Wert innerhalb der vorstehend genannten 
Bereiche liegt, 

Siebe mit gleichmaftiger Maschen- bzw. Porenweite erlauben 
5 Angaben zum absoluten Ruckhaltervermogen , d.h. der Grofle der 
gerade noch passierbaren Partikel. Siebe mit unregelmaBiger 
Poren- bzw, Maschenweite hingegen gestatten ledigiich die 
Angabe von nominalen Ruckhaltevermogen, wonach 98% aller 
Partikel, die grower als dieses nominale Ruckhaltevermogen 
10 sind, zuriickgehalten werden. 

Erf indungsgemaB einsetzbare Siebe weisen in der Regel ein 
absolutes bzw. nominales Ruckhaltevermogen von 10, insbesondere 
15, bis 200 fim, vorzugsweise von 15, insbesondere 17, bis 30 jxm 
15 und insbesondere von etwa 20 fim auf . 

Die Wahl des Materials fur die sowohl flachige Gebilde, wie 
Sieb- oder Membranf ilter , als auch porose Korper wie 
Tiefenfilter umfassenden erf indungsgemaBen Siebe ist von 

20 untergeordneter Bedeutung. Zu nennen sind vor allem 

f aserbildende Materialien, insbesondere organische Polymere 
oder anorganische Fasern, und Bildner mikroporoser Matrices 
organischen oder anorganischen Ursprungs. Beispielsweise konnen 
Harze, Gele, Granulate, sinterfahige Materialien, Glase, 

25 Keramiken, Molekularsiebe , z.B. Zeolithe, etc. verwendet 

werden. Organische Polymere konnen natiir lichen, d.h. tierischen 
oder pflanzlichen Ursprungs, halbsynthetisch oder 
vollsynthetisch sein. Zu nennen sind beispielsweise 
keratinhaltige Strukturen, Haare, z.B. Kamelhaar, Wolle, 

30 Angora, Seide, cellulosehaltige Strukturen, Baumwolle, Flachs, 
Hanf, Jute etc. Erwahnenswert sind halbsynthetische Polymere 
auf Cellulosebasis , beispielsweise Celluloseester , insbesondere 
Celluloseacetat und Nitrocellulose, sowie gemischte 
Celluloseester . Zu brauchbaren vollsynthetischen Polymeren 

35 gehoren Polyolefine, wie Polyethylen (PE) , Polypropylen (PP) , 
Cyclopolyolef ine , Polyamide, wie Nylon (GRILON, GRILAMID) , 
Nylon 6, Nylon 6,6, Nylon 11, Nylon 12, Copolymamide (GRILON 
C) , Aramide, Poly (p-phenylentheraphthalamid) (KEVLAR) , 
Polyester, wie Poly (alkylentheraphthalat) , insbesondere 

40 Poly (ethylentheraphthalat) (PETP) , Aery lpolymere , wie 

Polyacrylonitril (DRALON) und Acrylate, viny lpolymere , wie 
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Poly ( vinylchlorid) (PVC) , Poly ( vinylalkohole) , Polyesterether , 
wie Polyetheretherketon (PEEK), Polyurethane , Epoxide, 
Fluorkohlenstof f polymere , wie Poly (vinylidenf luorid) (PVDF) , 
Poly ( tetraf luorethylen) (PTFE, TEFLON) , 
5 Poiyhexaf luorethy lenpropy len-Copolymer (FEP) , 

Polysthylentetrafiuorethylen-Copolymer ( ETFE , AFLON) , 
Polyethylenchlortrif luorethy len-Copolymer (ECTFE, HALAR) , 
Polycarbonate, wie PCTE, Polyphenylensulf ide (PPS) , 
Polyethersulf one , etc. Glase, insbesondere Borcsiiikate und 

10 Siliciumdioxide, Silicium, Metalle, Keramiken , Kohlenstoff und 
Asbest sind beispielsweise als anorganische Faserbildner zu 
nennen. Auch Genische aus den vorstehend genannten Materialien 
konnen verwendet werden. Erf orderlichenf alls konnen die 
Materialien, insbesondere die aus ihnen bestehenden Fasern, 

15 mod if iziert , beispielseise metal lisiert , hydr ophobiert , 
hydrophiliert , z.B. mit Polyviny lpyrrolidon , mit 

Stiitzstrukturen versehen, vernetzt, oder mit Bindemitteln, z.B. 
Acrylaten oder Melaminhar z en , umgeben sein. 

20 Siebe aus losungsmi ttelbestandigem Material sind fur bestimmte 
Ausf iihrungsf ormen der Erfindung von Vorteil. Bevorzugt werden 
losungsmittelbestandige Kunststoffe , wie Polypropylen , 
Polytetraf luorethylen , hochf luor ierte Polymere, 

Vinylidenf luorid, Aminoplaste, insbesondere Poiyethylen. Auch 
25 Metalle, Glaser und andere mineralische Werkstoffe sowie 
bestimmte Naturfasern sind grundsatz lich geeignet. 

Die Herstellung derartiger Siebe liegt im Bereich 

fachmannischen Konnens, z.B. konnen Webver f ahren , Atzver f ahren , 
30 sowohl trocken als auch naBchemisch , die Laser s truktur ierung , 
z.B. RMPD-Maskentechnik , photolithographische Verf ahren, LIGA, 
etc. eingesetzt werden. 

Faserbildende Materialien konnen verschiedene Faser strukturen 
35 aufweisen. Zu nennen sind beispielsweise glatte, kantige, 

wellige, zerfranste, fasrige und ahnliche Oberf lachenformen; 
kreisrunde, elliptische, knochenart ige , gezackte, geplappte und 
ahnliche Querschittsf ormen ; geradel inige , gekrummte, helikale 
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unci ahnliche Axialformen (Textur) ; bei mehr als einer 
Komponente unterschiedliche Querschnittsverteilungen , z.B. bei 
Bikoinponentf asern Anordnungen der beiden Komponenten Seite-an- 
Seite, als Ummantelung , Beschichtung, Kern-Schale-Typ oder 
5 Mehrkernanordnungen ( " Inseln-im-Meer " ) . 

Vorzugsweise handelt es sich urn Gewebe aus Faden, Fasern, 
Filamenten oder Bundeln davon mit Offnungen verschiedenster 
Geometrie. Mono- und/oder mult if ilamente Fasern konnen 

10 verwendet werden. Mogliche Webstrukturen sind nicht zuletzt aus 
dem Textilbereich bekannt. Vorteilhaft sind Webestrukturen , bei 
denen der prozentuale Anteil der offenen Flache (Gesamtf lache 
samtlicher Offnungen) einen problemlosen Siebvorgang 
ermoglicht. 1:1- und 2 : 1-Strukturen werden in der Regel 

15 bevorzugt. Auch fur die Oberf lache der Faden, Fasern, Filamente 
oder Blinder kommen verschiedene Ausfuhrungen in Frage. So kann 
die Oberf lache gleichmaftig oder ungleichmaflig, beispielsweise 
glatt, kantig, wellig, zerfranzt oder haarig sein. Ferner sind 
auch perforierte Platten geeignet, wobei ebenfalls Offnungen 

20 verschiedenster Geometrie und Anordnung moglich sind. 

Das Sieb kann ein- oder mehrschichtig sein. Fur bestimmte 
erf indungsgemaBe Ausf lihrungsf ormen werden einschichtige Siebe 
bevorzugt. Es konnen auch mehrere, ggf . unterschiedliche Siebe 

2 5 hintereinander angeordnet werden. 

ZweckmaBigerweise 1st das Sieb in einer Vorrichtung angeordnet, 
die es gestattet, die zellhaltige Flussigkeit durch das Sieb zu 
fiihren und den Siebdurchgang aufzufangen. Das Sieb sollte 

3 0 dieser Vorrichtung auch entnommen werden konnen, urn zusamien 

mit dem Siebrlickstand weiteren Verf ahrensschr itten zugefiihrt 
werden zu konnen. Falls erf order lich , konnen auch Mittel zum 
Anlegen von Druck oder Unterdruck vorgesehen sein, um den 
Siebvorgang zu erleichtern. Geht dem Siebvorgang eine 
3 5 vorbereitende Aufarbeitung der zellhaltigen Korperf liissigkeit 
voraus, so kann es zweckmaBig sein, Vorr ichtungen und Mittel 
zur Durchfuhrung des Siebvorganges an Vorr ichtungen und Mittel 
zur Durchfuhrung der Aufarbeitung zu koppeln, wobei der 
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Siebvorgang der Aufarbeitung nachgeschaltet wird. Dariiber 
hinaus kann der Fachmann weitere MaBnahmen vorsehen, um den 
iiblicherveise im Bereich der Biochemie und Molekularbiologie 
gestellten Anforderungen, wie Temperatur und Sterilitat, zu 
5 geniigen. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren kann auf all diejenigen 
zellhaltigen Korperf liissigkeiten angewendet verden, die 
Krebszellen und insbesondere disseminierre und 

10 nikrometastasierte Krebszellen aufweisen. Dies sind sowohl 
native Korperf liissigkeiten , die dem Korper entnommen verden 
oder von diesem ausgeschieden werden, als auch nichtnative 
Flussigkeiten, insbesondere Waschf liissigkeiten # die Zellen aus 
dem Korper und insbesondere bestmten Kcrperteilen und Organen 

15 enthalten. Man z.B. kann die Fliissigkeit in geeigneter Weise 
dem Korper zunachst zufuhren und dann wieder entnehmen. Auch 
konnen native mit nichtnativen Flussigkeiten versetzt sein. Zu 
nennen sind beispielsweise Lymphe, Urin, Sputum, Ascites, 
Ergiisse, Fruchtwasser , Punktate, Waschf liissigkeiten von 

20 Organen, z.B. Colon-, Lungen-, Bronchiallavage oder 

Blasenspiilf liissigkeit , Faces, und insbesondere Knochenraark und 
Blut. Es kann sich um Korperf liissigkeiten verschiedener Species 
handeln, beispieiswc isg von Saugern, insbesondere Menschen, 
Labor- und Versuchst ieren , wie Mausen, Ratten, Kaninchen, 

25 Meerschweinchen, etc. Derartige Korperf liissigkeiten konnen dem 
Siebvorgang direkt zugefuhrt werden. Vielfach ist es allerdings 
von Vorteil, die zellhaltige Korperf liissigkeit zunachst einer 
vorbereitenden Aufarbeitung zu unterziehen. So kann man 
beispielsweise zeilulare von nicht-zellularen Bestandteilen 

30 trennen. Auch die zellularen Bestandteile konnen gegebenenf alls 
noch weiter aufgetrennt werden, indent man beispielsweise eine 
zellhaltige Frakticn isoliert, in der bekanntermafien 
Krebszellen mitenthalren sind. Zu diesem Zweck bieten sich vor 
allem die eingangs beschr iebenen physikalischen Trennver f ahren , 

35 wie die Dichtegradientenzentrif ugation , an. 

Werden Krebszellen aus Blut isoliert, ist es erf indungsgemaB 
bevorzugt, zunachst Zellen des weiSen Blutbildes durch 
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Dichtegradientenzentrif ugation abzutrennen. Krebszellen findet 
man vor allem in der Fraktion, die auch mononuJcleare Zellen 
enthalt, so daB diese Fraktion bevorzugt dem anschlieflenden 
Siebvorgang zugefiihrt wird. 

5 

Weiterhin ist es auch mbglich, die Krebszellen in der 
Zellsuspension vor dem Siebvorgang zu verandern, beispielsweise 
zu markieren, Partikel anzuhangen, eine Aggregation und/oder 
Clusterbildung auszulosen, z.B. durch geeignete Antikorper, 
10 Enzyme, Lectine, andere Liganden und/oder Rezeptoren oder 

kreuzvernetzende Reagenzien, zu fixieren und andere definierte 
Zustande zu induzieren. 

Urn dem Siebvorgang zugefiihrt werden zu konnen, sollten die 
15 zuvor aus einer Korperf ltiss igkeit isolierten zellhaltigen 
Fraktionen (Isolate) in Suspension vorliegen. Als 
Suspensionsmedium wahlt man vorteilhaf terweise einen Puffer 
oder ein Kulturmedium . Das Suspensionsmedium sollte moglichst 
keine Auswirkungen auf die interessierenden Eigenschaf ten der 
20 Zellen haben. 

Bevor man die zellhaltige Korperf lussigkeit oder Isolate davon 
durch ein Sieb fiihrt, ist es fur die spatere Auswertung von 
Vorteil, Aliquots an zellhaltiger Flussigkeit abzunehmen. 

25 Derartige Proben konnen als BezugsgroBe fur die an Siebriick- 
stand und Siebdurchlauf ermittelten MeBwerte dienen. Dies 
erlaubt einen Abgleich gegen Nichtkrebszellen , z.B. als CD-45- 
positive Zellen isolierte Lymphozyten als Patienten-eigene 
interne Kontrolle, wodurch Analysen an den isolierten Krebs- 

30 zellen mit besonderer Sensitivtat durchgefiihrt werden konnen. 

Der Siebvorgang ist beendet, wenn die gesamte zellhaltige 
Flussigkeit das Sieb passiert hat. Es kann sich ein 
Waschvorgang anschlieften, bei dem weitere Flussigkeit, 
35 vorzugsweise Puffer oder Kulturmedium, durch das Sieb gefiihrt 
wird. Die Waschf liiss igkeit kann zu dem zuvor gewonnenen 
Siebdurchlauf gegeben oder auch getrennt davon gesammelt und 
gegebenfalls verworfen werden. 



WO 00/06702 




PCT/EP99/05386 



14 

Die auf dem Sieb zuriickgehaltene Zellf raktion kann direkt der 
sich anschlieBenden Verwendung, beispielsweise der 
Charakter isierung der Zeilen, insbesondere der Krebszellen, 
oder der Aufbewahrung zugeftihrt werden. Vorteilhaf terweise 
werden die Zeilen, insbesondere die Krebszellen, allerdings 
zunachst vom Sieb aogeiost. Je nach Art der anschl ieiienden 
Verwendung kann man zu diesem Zweck verschiedene 
Vorgehensweisen wahlen . 

Eine Moglichkeit besteht aarin, die auf dem Sieb 
zuruckgehaltenen Zeilen, insbesondere die Krebszellen, 
abzuwaschen, indem man eine geeignete Flussigkeit in 
entgegengesetzter Richtung durch das Sieb fiihrt und die 
zelihaltige Waschf lussigkeit gewinnt. Die abgeiosten Zeilen 
konnen dann gewiinschtenf alls aus der Zel lsuspens ion pelletiert 
werden . 

Auch ist es mdglich, die am Sieb anhaftenden Zeilen, 
insbesondere die Krebszellen, unter Kraf teinwirkung abzuldsen. 
Schwerkraft, Zentrif ugalkraf t und elektrische Krafte konnen 
eingesetzt werden. Sedimentation, Zentrif ugation, 
Elektrophorese, D ie lektr ophorese , Verwendung einer sogenannten 
optischen P i nzette , Elektroosmose , und ahliche Verfahren sind 
dem Fachmann zu diesem Zweck gelaufig. Dies gelingt 
beispielsweise, indem man das Sieb so in ein geeignetes Medium, 
in der Regel eine Flussigkeit gibt, da£ die Zeilen durch 
Zentrif ugation pelletiert werden konnen. Auf diese Weise konnen 
die Zeilen direkt in ein Medium uberfiihrt werden, das fur die 
nachfolgende Verwendung geeignet ist. 

Eine weitere Mogiichkeit, die auch zum Abiosen der Zeilen, 
insbesondere der Krebszellen, vom Sieb fiihrt, durch die diese 
Zeilen allerdings gleichzeitig zerstort werden, besteht darin, 
das Sieb samt anhaftender Zeilen den der Gewinnung von 
Zellbestandteiien , z.B. Nukleinsauren und Proteinen, dienenden 
Verfahren zuzufiihren. Sofern derartige MaBnahmen den Einsatz 
organischer Ldsungsmittel erfordern, beispielsweise die in 
diesem Bereich vielfach zur Isolierung von Gesamt-RNA, DNA und 
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Proteinen verwendeten Guanidinisothiocyanat und Phenol 
enthaltenden Losungen, benutzt werden, sind Siebe aus 
losungsmittelbestandigen Materialien bevorzugt . 

5 Das erf indungsgemafte Verfahren fuhrt zur Isolierung von 
Krebszellen aus zellhaltigen Korperf lussigkeiten . Unter 
Isolierung von Krebszellen im er f indungsgemaBen Sinne versteht 
man die Herstellung von Krebszellen enthaltenden Zellgemischen 
aus Korperf lussigkeiten , wobei das Verhaltnis von Krebszellen 

10 zu Nichtkrebszellen in den hergestellten Zellgemischen grower 

ist als in den urspriinglichen zellhaltigen Korperf lussigkeiten. 
So bedeutet Isolierung die Anreicherung von Krebszellen in 
zellhaltigen Fraktionen von Korperf lussigkeiten . Es werden 
zellhaltige Fraktionen mit erhohtem Krebszellanteil hergestellt 

15 und gewonnen. 

Vorzugsweise handelt es sich bei den zellhaltigen Fraktionen urn 
Zellgemische mit einem Krebszellanteil von wenigstens 50%, 
bevorzugter von wenigstens 80% und insbesondere von wenigstens 
20 90%. 

Isolierung im er f indungsgemaBen Sinn bedeutet auch die 
Gewinnung von Krebszellen, die im wesentlichen frei von 
Nichtkrebszellen sind. Diese konnen in Form von 

25 Krebszellgemischen gewonnen werden, die in der Regel polyklonal 
sind, durchaus aber auch gemeinsame Merkmale aufweisen konnen. 
Es konnen allerdings auch Fraktionen dieser Krebszellgemische 
und auch Einzelzellen gewonnen werden, die (weitere) gemeinsame 
Merkmale aufweisen und/oder gegebenenf alls sogar monoklonal 

3 0 sind. Dies bedarf unter Umstanden einer Subtypisierung der 
erf indungsgemaB aus zellhaltigen Korperf lussigkeiten 
isolierten, d.h. angereicherten Krebszellen, anhand von 
Stratif iz ierungsparametern (z.B. immunoiogisch) und/oder einer 
weiteren Auf reinigung . Zu nennen sind hier beispielsweise die 

3 5 Laser -Mikrodissekt ion , Mikromanipulation , Dielektrophorese , 
Elektroosmose, Optische Pinzette, FACS und ahnliches nach 
spez i f ischer Adressierung . 
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Isolierung im er f indungsgemaften Sinne bedeutet auch ein 
Abtrennen von Krebszellen aus zellhaltigen Praparaten, 
insbesondere Korperf lussigkeiten oder Teilen davon, d.h. eine 
Reduktion des Krebsz ellanteils in zellhaltigen Praparaten, 
beispielsweise aus Blut oder 31utbestandteilen , vorzugsweise 
extracorporal, aus Stammzellpraparaten oder sonstigen 
Reinf usions- , Transfusions- und Transpiantationspraparaten . 

Das erf indungsgemafte Verfahren kann somit auch zur, 
gegebenfalls vol Is tandigen , Entnahme kontaminierender 
Krebszellen aus Zellgemischen , d.h. zellhaltigen Praparaten, 
insbesondere Korperf liissigkeiten oder aus Isolaten davon, 
angevendet werden (Depletion) . 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit auch Verfahren 
zur Entnahme, insbesondere zur extrakorporalen Elimination, von 
Krebszellen, insbesondere von Tumorzellen , aus zellhaltigen 
Praparaten, insbesondere Korperf lussigkeiten oder Teilen davon, 
und auch Verfahren zur Depletion von Stammzellpraparaten oder 
sonstiger Reinfusions- und/oder Transf us ionspraparaten zur 
Reduktion des Krebszellgehaltes . Zweck dieser Verfahren ist 
insbesondere die Rez idivprophy laxe . So stellen disseminierte 
Tumorzellen in Korperf lussigkeiten und anderen Zellpraparaten 
einen erheblichen Risikofaktor fur die Entwicklung von 
Rezidiven bzw. Metastasen dar. Die Konzentrat ion und die 
Zusammensetzung der Zellen beeinfluBt - neben ihrer genetischen 
Disposition - die Wahrscheinlichkeit , mit der sich Metastasen 
entwickeln. Die Verringerung der Konzentrat ion an Krebszellen, 
insbesondere von disseminierten Tumorzellen, in diesen 
Korperf lussigkeiten durch ein Verfahren, mit dem diese 
extrakorporal entfernt werden, reduziert die Wahrscheinlichkeit 
fur ein Rezidiv. Beispielsweise erhalten viele Tumorpatienten 
nach Bestrahlung und/oder Chemotherapie autologe Zellisolate. 
Diese Zellen, beispielsweise Apherese-Produkte , isolierte 
Stammzellen und dergleichen, kdnnen mit dem erf indungsgemaflen 
Verfahren auf schonende Weise vcn Krebszellen befreit werden. 
Das Risiko eines Rezidivs durch kontaminierende Krebszellen 
kann so reduziert werden. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein 
Verfahren zur Behandlung des menschlichen oder nicht- 
menschlichen tierischen Korpers mit dem therapeutischen Ziel 
der Rezidivprophylaxe . 

5 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch der 

verf ahrensgemaS gewonnene Siebruckstand sowie daraus 

erf orderlichenf alls unter Verwendung weiterer an sich bekannter 

MaBnahraen abgeleitete Fraktionen, insbesondere Zellgemische, 

10 Krebszellgemische , Krebszellklone und/oder 

Krebszellbestandteile. Gegenstand sind also auch aus 
Korperf liissigkeiten mit einem der vorstehend beschriebenen 
Verfahren erhaltliche - umfassend als Krebszellmaterial 
bezeichnete - Zellgemische , Krebszellgemische , Krebszellklone, 

15 daraus etablierte Zellinien und/oder Krebszellbestandteile. 

Bevorzugt sind aus Korperf liissigkeiten abgeleitete Zellgemische 
mit einem Krebszellanteil von wenigstens 50%, vorzugsweise von 
wenigstens 80% und insbesondere von wenigstens 90%. Bei dem 
20 jeweiligen Restanteil kann es sich urn Nichtkrebszellen aus der 
betreffenden Korperf ltissigkeit handeln* 

Besonders bevorzugt sind aus Korperf liissigkeiten abgeleitete 
Krebszellgemische, die nur geringe Mengen und vorzugsweise 

25 keine Nichtkrebszellen enthalten. Diese Gemische sind in der 
Regel polyklonal. Obwohl polyklonal, so konnen sie doch im 
Hinblick auf wenigstens ein Merkmal, beispielsweise einer 
bestimmten genomischen Disposition oder eines 
Expressionsparameters , homogen sein. Bevorzugt werden 

30 Krebszellgemische, die in Bezug auf wenigstens 1, 2, 3, 4, 5, 
10 oder 15 analytisch zu bestimmende Parameter im wesentlichen 
homogen sind. Zu diesen Bestimmungen zahlen krebsnachweisende 
Analysen, tumorbiologisch relevante Analysen zur Messung 
zellphysiologischer Parameter , Analysen pharxnakoiogisch 

35 relevanter Parameter, Bioassays, cytologische Analysen, und 

ahnliche Verfahren, auf die nachfolgend noch naher eingegangen 
wird . 
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Insbesondere bevorzugt sind KrebszellKlone, d.h. einzelne 
Krebszellen Oder monoklonale Krebszellinien. 

Ausgehend von den vorstehend beschr iebenen Zellgemischen , 
Krebszellgeinischen und Krebszeilklonen , vor allem aus den 
Krebszellgemischen und insbesondere den Krebszeliklonen, konnen 
Zellinien etabliert werden. Es kann sich sowohl um Kurzzeit- 
als auch Langzeir-Zellinien handeln. Diese Zellinien konnen in 
f achmannischer Weise etabliert werden, eine geeignete Methodik, 
beisp lelsweise in Hinblick auf die Wahl des Kulturmediums oder 
der Kulturbedingungen sowie der Aufbewahrung bzw. 
Konservierung, sind dem einschlagigen Fachmann bekannt . 
Gegeoenenf alls kann auf Kennrnisse zu bereits etablierten 
Krebszellinien, wie HeLa, zuriickgegr if f en werden. 

Zu den Zellbestandteile, die aus den vorstehend beschr iebenen 
zellhaltigen Praparaten abgeleitet sind, zahlen beispielsweise 
Zellysate sowie Fraktionen davon, also bestimmte 
Zellbestandteile , wie Nukleinsauren , Proteine, etc., die in 
fachmannischer Weise aus den zuvor gewonnenen zellhaltigen 
Praparaten isoliert werden. 

Er f i ndungsgemafi gelingt es, aus Korper f lussigkeiten isolierte 
Krebszellen zur Verfugung zu stellen, die frei vom verwendeten 
Trennnittel sind. Sie sind also insbesondere frei von 
herkommlicherweise zu Isolat ionszwecken verwendeten Liganden, 
wie Antikorpern, Lektinen, etc. Die erf indungsgemaBen 
Krebszellen befinden sich daher in einem biologischen Zustand 
und nicht in einem kunstlichen Zustand, wie er ublicherweise im 
Zuge ihrer Isolierung, z.B. durch Fixierung und/oder 
Markierung, herbeigef Iihrt wird. Ein biologischer Zustand im 
erf indungsgemaBen Sinne ist daher ein Zustand, den die 
betreffende Zelie insbesondere im Hinblick auf Physiologie, 
Morphologie und/oder Express ionsprof i 1 in einer 
Korperf lussigkeit eines menschlichen oder nicht-menschl ichen 
tierischen Individuums annehmen kann. Zur Beschreibung dieses 
biologischen Zustandes sind vor allem Parameter in Bezug auf 
Zellzyklus, Aktivierung, Proliferation, Apoptose und ahnliches 
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von Bedeutung. Diese werden durch den erf indungsgemaBen 
Isolationsvorgang im wesentlichen nicht verandert. Ein 
biologischer Zustand kann somit durch eine oder mehrere der 
nachfolgend beispielhaft genannten Eigenschaf ten gekennzeichnet 
5 sein: vital, tei lungsf ahig , prolif erativ , kultivierbar , 
praapoptotisch , apoptotisch, tot, vereinzelt, aggregiert, 
clusterbildend , etc . 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher auch aus 
10 Korperf liissigkeiten isolierte - ebenfalls unter den 

erf indungsgemaBen Begriff Krebszellmaterial zu fassende - 
Krebszellen, insbesondere disseminierte Tumorzellen , deren 
Zustand biologisch, vorzugsweise vital, ist, gegebenenf alls im 
Gemisch nit Nichtkrebszellen , sowie daraus etablierte 
15 Zellinien. Isoliert bedeutet in diesem Zusammenhang, da/3 das 
Verhaltnis von Krebszellen zu Nichtkrebszellen grower ist als 
in der urspriingl ichen Korperf liissigkeit . Bevorzugt ist ein 
Krebszellanteil von wenigstens 50%, vorzugsweise von wenigstens 
80% und insbesondere von wenigstens 90%. Ganz besonders 
20 bevorzugt sind im wesentlichen reine Krebszellen, die in 
vorteilhaf ter Ausgestaltung die Merkmale der vorstehend 
beschriebenen Krebszellgemische , Krebszellklone und der daraus 
etablierten Zellinien aufweisen. 

2 5 Einen besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung bilden 

erf indungsgemaBe Krebszellen, die durch eine in quantitativer 
und/oder qualitativer Hinsicht bestimmte Kombination von 
Parametern (Muster) gekennzeichent sind. Die musterbildenden 
Parameter betreffen vor allem genomische Dispositionen und/oder 

30 Expressionsprof ile . Besondere Krebszellen ergeben sich 

beispielsweise unter Bezugnahme auf die in der WO 99/10528 
offenbarten Kombinationen bestimmter Gene zur Vornahme von 
Mult lparameter-Expr ess ionsanaly sen sowie genomischer 
Untersuchungen auf Onkogene und/oder mutierte 

35 Tumorsuppressorgene . Zu nennen sind also beispielsweise 

Krebszellen, die CEA und CK20, gegebenenf alls in Kombination 
rait tumorspezif ischen Splice-Var ianten des MUCl-Gens; oder 
MAGE3 und Tyrosinase gegebenenf a 1 Is in Kombination mit Mucl8 
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exprimieren; und/oder Krebszeilen mit wenigstens zwei der unter 
p53-Mutationen und/oder -LOH's, erb-B2-Amplif ikationen, c-myc- 
Ampl i f ikationen und K-ras-Hutationen ausgewahlten genomischen 
Dispositionen gegebenenf a i is in Kombination mit LOH ' s der Gene 
5 RB, APC, DCC und/oder DPC4 ; und/oder Krebszeilen, die Maspin 
und/cder den Progesteron-Rezeptor, gegebenenf alls in 
Kombination mit 5-hCG, dem Ostrogenrezeptor und/oder SCCA; PSM 
und/oder PSA gegebenenf alls m Kombination mit hK2 ; Gastrin 
gegebenenf alls in Kombination mit GIP und/oder Motilin; oder 

10 SP-A und SP-C gegebenenf alls in Kombination mit B-hCG 

expnrieren; und/oder bFGF, bFGF-R , VEGF-R1 und/oder VEGF-R2 
gegebenenf alls in Kombination mit VEGF; MMP ' s , insbesondere 
MMP2 ; und/oder TIMP's, insbesondere TIMP 3 exprimieren; und/oder 
FAS - L und FAS-R; gegebenenf a 1 1 s Cycline, insbesondere Cyclin B, 

15 D und E in zel 1 zyk lusspez if i schen Verhaltnissen , Ki67, bax 
und /oder be 1-2 exprimieren . Mit Expression kann eine 
qualitative Expression und auch eine im Vergleich zu 
Nichtkrebszellen quantitativ erhdhte oder verminderte 
Expression gemeint sein. Die vorstehend beschr iebenen Muster 

20 konnen auch die aus den Krebszeilen etablierten Zellinien und 
abgeleitete Zellbestandteile kennzeichnen . 

Naturlich konnen an den isoiierten Krebszeilen gezielte 
Eingriffe vorgenommen werden , die den biologischen Zustand in 
25 einen kunstlichen Zustand uberfuhren, beispielsweise indem man 
sie fixiert, markiert, beispielsweise radioaktiv, nit PET- 
Labein, NMR-Sonden, etc., oder einen anderen Zustand induziert, 
der durchaus auch emem biologischen Zustand entsprechen kann. 

30 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher auch aus 
Korperf lussigkeiten isolierte - ebenfalls unter den 
erf indungsgemaBen Begriff Krebszellmaterial zu fassende - 
Krebszeilen, insbesondere disseminierte Tumorzellen , deren 
Zustand ein nach Isoiierung ausgehend von einem biologischen 

35 Zustand induzierter kunstiicher Zustand ist, gegebenenf alls im 
Gemisch mit Nichtkrebszellen, sowie daraus etablierte 
Zellinien. Bevorzugte Ausgestaltungen dieses Gegenstandes 
ergeben sich in Analogie zu den vorstehend beschr iebenen 
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Ausgestaltungen von erf indungsgemalien Krebszellen mit 
biologischem Zustand . 



Auch Zellbestandteile der erf indungsgemaBen Krebszellen, z.B. 
5 Lysate oder Fraktionen davon, zeichnen sich in ihrer Struktur 
und/oder Zusammensetzung dahingehend aus, daB sie sich von den 
erf indungsgemaBen Zellbestandteilen ableiten. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher auch - 
10 ebenfalls unter den erf indungsgemaBen Begriff Krebszellmaterial 
zu fassende - Zellbestandteile, die aus den erf indungsgemafien 
Krebszellen mit biologischem oder induziertem klinstlichen 
Zustand abgeleitet sind. Diese Zellbestandteile konnen aus den 
entsprechenden Zellen in an sich bekannter Weise hergestellt 
15 werden. 

Das erf indungsgemaBe Krebszellmaterial kann in Form von 
Stoffbanken, z.B. Zellbanken oder Biorepositor ien , angelegt 
sein. Eine zweckmaBige Aufbewahrung liegt im Bereich 

20 fachmannischen Kdnnens unter Beriicksichtigung des 

auf zubewahrenden Materials. Fur lebendes und/oder empf indliches 
Material eignet sich insbesondere die Kryokonservierung , z.B. 
unter Stickstoff. In dieser Form kann das Krebszellmaterial zur 
gewerblichen Nutzung im Hinblick auf weitere Verwendungen 

25 hergerichtet sein. Zellbestandteile hingegen konnen unter 

Umstanden als Chemikalie - je nach Empf indlichkeit auch bei 
hoheren Temperaturen, gegebenenf alls unter Trockeneis- oder 
Eiskiihlung oder sogar bei Raumtemperatur in zweckmaBiger 
Verpackung - gehandelt werden. 

30 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Mittel, 
beispielsweise pharmazeutische oder t ierarzneiliche Mittel zur 
diagnostischen und/oder therapeut ischen Behandlung am Menschen 
oder an nicht-menschl ichen tierischen Wesen, die - neben 
35 weiteren zweckmaBigen , fachmannisch auszuwahlenden Komponenten, 
insbesondere Formul ierungshi If en zur Verabf olgung , weiteren 
Wirkstoffen und/oder Komponenten eines diagnostischen Tests, 
erf indungsgemaBes Krebszellmaterial enthalten. Diese Mittel 
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umfassen somit aus Korper f Itissigkeiten isolierte Krebszellen, 

insbesondere disseirunierte Tumorzellen, deren Zustand 
biologisch oder em nach Isolierung induzierter kiinstlicher 
Zustand ist bzw. daraus abgeleitete Zellbestandteile. 
Anwendungen wie die Formuiierung von autologen oder heterologen 
Imprstoffen ir. therpeut iscnen Bereich oder die Etablierung von 
Kontrollen in diagncst ischen Testsystemen seien hier 
beispielhaf t genannt . 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist auch die Verwendung 
des erf indungsgemaften Krebszelinaterials ais Therapeutikum, 
d.h. zur Herstellung pharmazeut ischer und/oder t ierarzneilicher 
Mittei fur die Therapie, oder als Target im diagnosr ischen , 
therapeutischen , t xerexper imente lien oder wissenschaf tlichen 
Bereich . 

So kann das erf indungsgema/3e Krebs zel lmater ial dazu vervendet 
werden, bestimmte Muster, insbesondere genomische Dispositionen 
und/oder Express ionsprof ile , zu charakter is ieren . In 
Abhangigkeit vom zugrundel iegenden Krankheitsbild , insbesondere 
der Art und des Veriauf einer Krebserkrankung gegebenenf alls 
unter Berucksichtigung bereits vorgenommener therapeutischer 
Maflnahiner. , lassen sich fur diaynostische und/oder 

therapeutische Verfahren brauchbare auf einen bestimmten Erfolg 
abzieiende Handlungsanweisungen zur Verfiigung stellen. 

Die Verwendung als Therapeutikum bezieht sich insbesondere auf 
vitale Krebszellen und ganz besonders auf die Etablierung von 
Vakzinen. Neben der ebenf alls moglichen heterologen 
Immunis ierung betrifft dies insbesondere die autologe 
Immunisierung . Zu diesem Zweck wird das erf indungsgemaBe 
Krebszellmaterial gegebenenf alls in geeigneter Weise 
aufbereitet, so da£ gegen die Oberflache der Zellen oder gegen 
Zellbestandteile, nach Injektion in Form einer vertragl ichen 
Forrcul ierung, Antikbrper und/oder immunreakt ive Zellen gebildet 
werden. Zu nennen ist auch die Verwendung als Drug-Vehicle, 
d.h. als spezifisches m-vivo-Transportmediuin insbesondere fur 
therepeut isch wirksame Substanzen. I in Rahmen einer weiteren 



WO 00/06702 



PCT/EP99/05386 



23 

therapeutischen Verwendung wird das entnommene 

Krebszellmaterial zunachst modifiziert - zu nennen waren hier 
beispielsweise Methoden, die unter den Schlagwortern 
Mikroin j ektion , Gentransfer, Antisense, knock out etc. bekannt 
5 sind - und dann dem zu behandelnden Individuum wieder 
zugefiihrt, beispielsweise durch Reinfusion. 

Als Target findet das er f indungsgemaSe Krebszellmaterial 
Verwendung im diagnost ischen , therapeutischen, 
10 tierexperimentellen und wissenschaf tlichen Bereich. 

Die Verwendung im diagnost ischen Bereich betrifft insbesondere 
die Charakter isierung von Krebszellen aus Korperf llissigkeiten . 
Die Charakterisierung beinhaltet sowohl die Identif izierung und 

15 den Nachweis der Krebszellen als solche, als auch die 

Bestimmung ciner oder mehrerer Parameter an diesen Krebszellen. 
Im Hinblick auf menschliche oder nicht-menschliche tierische 
Individuen bezieht sich diese Verwendung insbesondere auf das 
in der WO 99/10528 beschriebene Verfahren zur Charakterisierung 

20 disseminierter und mikrometastasierter Krebszellen anhand von 
DNA und/ oder RNA. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein 
Verfahren zur Charakterisierung disseminierter und 

25 mikrometastasierter bzw. metastasierender Krebszellen anhand 
von DNA und/oder RNA, wobei man aus Korperf liissigkeit eines 
Individuums nach dem erf indungsgemaBen Verfahren abgetrennte 
Krebszellen anhand von DNA und/oder mRNA auf wenigstens ein 
krebsspezif isches Gen untersucht und die gleiche Untersuchung 

30 mit Nichtkrebszellen desselben Individuums zum Vergleich 

durchfuhrt und gegebenenf alls auch aus Korperf liiss igkeit eines 
Individuums auf herkdmmliche Art und Weise gewonnene Zellen, in 
der Regel zellhaltige Fraktionen der betreffenden 
Korperf lussigkeit, anhand von mRNA auf wenigstens ein 

35 krebsspez if isches Gen untersucht. Besondere Ausgestaltungen und 
Ausf uhrungsf ormen dieses Verfahrens ergeben sich unter 
Bezugnahme auf die in der WO 99/10528 in den Anspriichen 1 bis 
10 offenbarten Verfahren, insbesondere unter Beriicksichtigung 
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der im Glossar genannten Gene und weiterer in der WO 99/10528 
of fenbarter Konbinat ionen bestimmter Gene zur Vornahme von 
Mult i parameter- Express ionsanaly sen sowie genomischer 
Untersuchungen auf Onkogene und/oder mutierte 
5 Tumorsuppressorgene . 

Unabhangig von und auch zusatzlich zur Charakterisierung anhand 
von DNA und/oder RNA kann man am erf indungsgemaBen 
Krebszellmateriai auch Proteine, Zucker, 
10 Glykosy 1 ierungss trukturen , Ribozyme und ahnliches untersuchen, 
um disseminierte und ir.ikrometastasierte bzw. netastasierende 
Krebszellen zu charakterisieren. 

Insbesondere beinhaltet die Ident if i z ierung und 

15 Charakterisierung isolierter Krebszellen die Durchfuhrung 
krebsnachwe isender Analysen, beispielsweise Analysen der 
Nukleinsauren auf Mutationen, Insertionen, Deletionen, LOH, 
Amplif ikationen , Aberrationen im Chromosomensatz und 
dergleichen; tumorbiologisch relevanter Analysen zur Messung 

20 verschiedenster zellphysiologischer Parameter, die 

beispielsweise mit der Metastasierung, dem Zellzyklus, der 
Proliferation Oder der Apoptose von Krebszellen zusammenhangen; 
Analysen pharmakologisch relevanter Parameter, wobei die 
isolierten Zellen in vitro unter verschiedenen Bedingungen, 

25 beispielsweise unter Zusatz von Cytostatika, Antagonisten und 
dergleichen kultiviert werden, so daB verschiedene 
Therapief ormen in vitro getestet und fur jeden Patienten 
individuell optimiert werden kdnnen; Bioassays, in denen 
Akti vierungen , Inhibitionen oder sonstige Veranderungen der 

30 isolierten Krebszellen durch zellwirksame Molekiile, wie 

Cytokine, Chemokine, Hormone, Wachstumsf aktoren , Liganden, 
chemische oder biologische Analoga, die Apoptis ierbarkeit der 
isolierten Krebszellen oder deren apoptisches Potential 
gegenuber anderen Targetzellen oder auch die 

35 Strahlungssensitivitat der isolierten Krebszellen zur 

individuellen Dosisabschatzung fur einen Patienten bestimmt 
werden konnen; cytologische Analysen, unter Anwendung bekannter 
Methoden, wie der Immunhistochemie, Gegenf arbung , FISH- oder 
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sonstiger cytologischer Nachweis- und Farbeverf ahren . Folgende 
Analysen seien beispielhaft genannt: 

Krebsnachweisende DNA/ RNA- Analysen , die Onkogene bzw. 
5 Tumorsupressorgene, wie p53, Gene der ras-Familie , erb-B2 , c- 
myc, mdm2 , c-fos, DPC4 , FAP , nm2 3, RET, WT1 u.a., LOH's, 
beispielsweise im Hinblick auf p53, DCC, APC, Rb u.a. sowie 
BRCA1 und BRCA2 bei heriditaren Tumonen, Mikrosatelliten- 
Instabilitat von MSH2, MLH1 , WT1 u.a., tumorose RNA's, wie CEA, 
10 Cytokeratine , z.B. CK2 0, MUC1, MAGE 3 , Mucl8, Tyrosinase, PSA, 

PSM, BA46, Mage-1 u.a., oder morphogene RNA's, wie Maspin, HCG, 
GIP, Motilin, hTG , SCCA-1, AR, OR, PR, verschiedene Hormone 
u.a. , betreffen; 

15 — Analysen tumorbiologisch-relevanter RNA's und Proteine, 
die das Metastas ierungsprof i 1 , d.h. die Expression von 
Angionese-, Motilitats-, Adhasions- und Matr ixdegradations- 
molekiilen, wie bFGF, bFGF-R, VEGF , VEGF-R's, wie VEGF-R1 oder 
VEGF-R2 , E-Cadherin, Integrine, Selectine, MMP's, TIMP's, SF, 

20 SF-R u.a,, das Zellzyklus- bzw. Prolif erationsprof il , wie 

Cycline (z.B. das Expressionsverhaltnis von Cyclin D, E und B) , 
Ki67, P120, p21, PCNA u.a. , oder das Apoptose-Prof il , wie FAS 
(L+R) , TNF (L+R) , Perforin, Granzyme B, BAX , bcl-2 , Caspase 3 
u.a. , betreffen . 



Die Durchfiihrung derartiger Verfahren im Rahmen von Screening- 
Verf ahren u.a. zur Tumor f ruherkennung und/oder Lokalisation von 
Tumoren bietet sich an. Weiterhin sind spezifische Anwendungen 
zu nennen, beispielsweise der Nachweis eines bestimmten 

30 Karzinoms oder einer bestimmten Mutation, letzteres z.B. in der 
Nachsorge, z.B. als Ver lauf skontrolle , insbesondere im Hinblick 
auf eine Mutation, auf deren Basis sich der Tumor entwickelt 
hat. Diese spezifischen Anwendungen konnen vorteilhaf terweise 
als Testsysteme bereitgestel It werden, gegebenenf alls mit 

35 Anleitung und weiteren Testkomponenten , wie Primern, Kontrollen 
etc., beispielsweise in Form von Kits. 



25 



Weitere Verwendungen im diagnost ischen Bereich betreffen die 
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Qualitatskontrolle zellhaltiger Praparate, z-B. den Nachweis 

von Tumorzellen in Blutkonserven , in der 

Transplantaticnsmedizin zur Kontrolle von Stammzellpraparaten 
und sonstigen Transplantaten, gegebenenf alls nach Entfernung 
5 von Krebszellen, sowonl in autologen Praparaten als auch bei 
heterologen Praparaten, die unter Unstanden auch dann 
Krebszellen enthalten konnen, wenn der Nachweis einer 
Erkrankung durch einen soiiden Tumor noch nicht erfolgt ist. Im 
forensischen Bereich gelingt so die Verursacheridentif ikation 
10 bei Tumor inf ektionen , die durch Blutkonserven oder andere 
Transplantationsprodukte vermittelt werden . 

Die Verwendung des erf indungsgemaBen Krebszelimaterials in der 
Therapie bezieht sich insbesondere auf die Therapieentwicklung , 
15 die Therapi-^uswahl , das Therapie-Moni tor ing und die 
Beurteilung evti. bestehender Therapieresistenzen . 

Im Rahmen der Therapieentwicklung ist beispielsweise das Drug- 
Targeting zu nennen, insbesondere der Einsatz des 

20 erf indungsgemaSen Krebszel lmater ials bei der Ident if iz ierung 
neuer therapeut ischer Targets, der Identif izierung einer 
weiteren Zielgruppe fur gegebenenf a 1 Is bereits zugelassene 
Medikamente, ,;obei man insbesondere aie Expression des Targets 
und/oder Polymorphismen unter dem Einflu5 bestimmter 

25 Therapeut ika , wie z.B. Antikorpern, Liganden und Rezeptoren, 
Enzymen, Inhibitoren, Chemotherapeut ika , Lektinen, Lipiden, 
kata lytischen Substanzen etc. beurteilt, die Effektoren, wie 
zum Beispiel S ignaltransduktionsf aktoren , oder Effekte, wie 
z.B. Praapoptose, Apoptose, Anergie, weitere den Zellzyklus 

30 betreffende Effekte etc. bestimmt, oder beispielsweise 

auf Veranderungen durch clonale Selektion ggf. vor und/oder 
nach Behandlung mit bestimmten Wirkstoffen untersucht. 
Weiterhin betrifft die Verwendung des erf indungsgemafien 
Krebszel lmater ia Is im Rahmen der Therapieentwicklung auch die 

3 5 Uberprufung therapeut ischer Targets durch ex-vivo 

Untersuchungen, beispielsweise in Zellkulturen und an 
Tiermodel len . 
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Im Rahmen der Wirkstof f entwicklung findet das erf indungsgemaBe 
Krebszellmaterial Anwendung im Screening von Wirkstof fen, z.B. 
zur Identif izierung und Charakterisierung von Leitsubstanzen, 
z.B. Vektoren, Antisense-Molekiilen , Ribozymen, Toxinen, 
5 Chemotherapeutika, Antihormonen, etc. In der Regel und vor 
allem nach einem High Throughput Screening (HTS) fallen im 
Rahmen des Drug Discovery Prozesses mehrere Hits oder 
Leitsubstanzen an, und eine weitere Einengung der weiter zu 
verfolgenden Substanzen kann ex-vivo, in-vitro und/oder in- 
10 vivo, z.B, im Tiermodell , an dem er f indungsgemaBen 

Krebszel lmaterial vorgenommen werden, Dabei kann ein Bezug zur 
aktuellen Tumorsituation hergestellt werden. 

In diesem Zusammenhang ist insbesondere die Entwicklung von 
15 Wirkstoffen gegen die Ober f lachenstrukturen von Krebszellen zu 
erwahnen. Dem Fachmann sind Verfahren bekannt, mit denen 
Makromolekiile geschaffen werden konnen , die an bstimmte 
Strukturen binden, wobei Spezifitat und Affinitat durch selbst- 
optimierende Prozesse stetig verbessert werden. Unerwlinschte 
20 Bindungseigenschaf ten werden durch Ausleseprozesse eliminiert. 
Unter Verwendung des erf indungsgemaBen Krebszellmaterials als 
Trager der gewiinschten Strukturen lassen sich so spezifische 
Therapeutika entwickeln, wie Antikorper, Aptamere etc, 

25 Auch im Sekundar-Screening finden die erf indungsgemaBen 

Krebszellen Anwendung. In der Regel mussen die im Primar- 
Screening identif izierten Substanzen noch optimiert werden, 
beispielsweise im Hinblick auf ihre Herstel Ibarkeit , die 
Synthesekosten, die Stabilitat, kinetische Eigenschaf ten , ihr 

30 Metabolisierungsverhalten u.a. Ein wichtiger Faktor ist die 
optimale Wirkung auf das therapeutische Target. Diese und 
weitere Optimierungsprozesse konnen in vorteilhaf ter Weise 
durch ex-vivo Untersuchungen unter Verwendung der 
erf indungsgemaften Tumorzellen vorgenommen werden, da diese 

35 eines der wesentlichen therapeut ischen Targets darstellen. 
Durch die Verwendung dieser Krebszellen kann bei der 
Wirkstof f entwicklung auch der krebszellspezif ische 
Metaboloismus beriicks icht igt werden, was insbesondere fur die 
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Entwicklung von Prodrugs von erheblicher Bedeutung ist. 

Wiinschenswert ist eine spezifische Aktivierung in oder an der 
Zielzelle, beispielsweise unter Abspaltung anderer Bestandteile 
aus Wirkstof fkonjugaten, die auf diese Weise erst durch eine 
5 krebs zellspezif ische Aktivitat in eine wirksame Form uberfiihrt 
werden. Em weiteres Einsatzgebiet der erf indungsgemaBen 
Krebszellen ist die Entwicklung und/oder Uberprlifung von 
Vektoren, beispielsweise fur gentherapeutische Ansatze, mit 
denen Nukleinsaure effektiv in die Krebszellen eingeschleust 
10 werden konnen. Unter Verwendung des erf indungsgemaSen 
Krebs zel Imaterials konnen Vektoren an die Struktur der 
Zielzelle, insbesondere an ihre genetische Ausstattung, 
angepaBt werden, und es kann ex-vivo die Effektivitat des 
Einschleusungsproz esses uberpruf t werden . 

15 

Weiterhin finden das er f indungsgemaBe Krebszellmaterial 
Verwendung bei der Bestimraung der therapeut ischen Breite eines 
Wirkstoffs, indem man in-vitro die Wirkung eines Wirkstoffes 
auf Krebszellen und Nichtkrebszellen miteinander vergleicht. 
20 Beispielsweise soil sich eine zytostatische Therapie im 

Idealfall ausschlieBlich auf die Krebszellen auswirken. Mit 
dieser Anwendung lassen sich eventuelle Nebenwirkungen 
erken nen . 

25 Mit Blick auf die vorstehenden Ausfiihrungen ergibt sich 

unirittelbar, da/3 das erf indungsgenaBe Krebszellmaterial auch 
dazu verwendet werden kann, eine im Einzelfall geeignete 
Therapie auszuwahlen, die nicht nur durch die Art des Krebses 
bestimmt wird, sondern vom jeweiligen Individuum und vom 

30 Stadium der Erkrankung abhangt. 

Verwendung finden die erf indungsgemaBen Krebszellen auch im 
Therapiemonitor ing , d.h. der zeitabhangigen Beurteilung einer 
therapeut ischen MaBnahrr.e. Diese Anwendung ergibt sich sowohl 
35 bei emem bestehenden soliden Tumor, der entweder 

diagnostiziert oder, in einem Tier, auch transplantiert oder 
induziert worden sein kann. Moglich ist auch die Ubertragung 
erf indungsgemaBen Krebszellmateriais auf ein Tier, wie Mausen, 
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Ratten und anderen Saugern, Hiihnereiern und ahnlichem. Es 
konnen Kinetiken zum zeitlichen Verlauf der Krebszell- 
Konzentration in der untersuchten Kdrperf llissigkeit und der 
Entwicklung ausgewahlter Parameter der Krebszellen auf genomuten 
5 werden . 

Weiterhin konnen unter Verwendung des erf indungsgemafien 
Krebszellmateria Is ggf . vorhandene Therapieresistenzen, 
beispielsweise gegen Chemotherapeutika und andere Wirkstoffe 
10 gegen Krebs erkannt werden. Hier bieten sich sowohl in-vitro 
als auch ex-vivo Ana lysemethoden und Testsysteme an. 

Auch kann das er f indungsgemaBe Krebszellmater ial zur 
Etablierung hochspezif ischer Tumormodelle verwendet werden, 
15 z.B. um gezielt Tumore zu induzieren oder die Auswirkungen von 
erf indungsgema^em Krebszellmater ial auf und dessen Verhalten in 
Organismen zu beurteilen. Dazu konnen die Krebszellen, 
gegebenenf alls in markierter Form, geeigneten Versuchstieren, 
beispielsweise durch Reinfusion, zugefuhrt werden. 

20 

Weiterhin wird das erf indungsgemaBe Krebszellmaterial zur 
Untersuchung zahlreicher wissenschaf tlicher und praktischer 
Fragestellungen verwendet, beispielsweise zur Identif izierung 
und/oder Charakter is ierung von Tumor induktoren und 

25 Tumorenhancern, wie z.B. Viren, Bakterien, intrazellularen 
Parasiten, alky 1 ierenden und anderen mutagenen Substanzen, 
etc.; zur Bereitstellung neuer Strukturen, beispielsweise zur 
Identif iz ierung und Isolierung neuer Gene, Genprodukte, 
Proteine, Glykos i 1 ierungsstrukturen , etc., u.a. im Hinblick auf 

30 neue therapeut ische Targets und/oder Diagnose-Tools; zur 

Induktion von Knock outs und zu Funktionsuntersuchungen ; zur 
Identif izierung bestimmter Expressionsprof ile , beispielsweise 
veranderter Genexpress ionsmuster in Abhangigkeit vom 
tumorbiologischen Zustand einer Krebszelle, u.a. im Hinblick 

35 auf die Metastas ierung , Resistenzentwicklung vor, wahrend 

und/oder nach Therapie, oder im Vergleich zu Zellen aus Normal- 
, Pr imartumor- , Rez idivtumor- oder aus Metastasengewebe ; zur 
Identif iz ierung bestimmter Po lymorphismen oder Kombinationen ; 
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zur Untersuchung der Var iabil itat genetischer Information, 

beispielsweise zur Ident if iz lerung struktureller Nukleinsaure- 
Anderungen, wie Mutationen, Splice-Varianten, etc. ; im 
Proteonics-Bereich, sowohl analytisch als auch praparativ ggf. 
5 nit Folgeanwendungen, beispielsweise mit Hiife konvokaler 

Laserscanning-Mikroskopie oder anderen Verfahren, wie Maldi- 
Tof, IS-MS/MS; zur Untersuchung von Zel 1/ Zei 1-Interaktionen , 
wozu man beispielsweise erf indungsgema/ies Krebszel Imater ial 
zusammen mit manipulierten Killerzellen inkubieren kann; zur 

10 Isolierung und Charakter is lerung von Krebszellbestandteilen 
sowohl aus kultivierten als auch aus nicht-kult ivierten 
Krebszellen, beispielsweise Proteine, wie Lipo-, Glycoproteine, 
etc.. Peptide, Lipide, Koh 1 enhydrate , etc. An dem 
erfindungsgenaflen Krebs ze 1 Imater ial iassen sich Zusammenhange 

15 von Entstehung, Entwicklung und Wirkung therapeutischer 
Ansatzen aufklaren, und daraur aufbauend werden neue 
therapeutische Ansatze zur Yerfligung gestellt, vor a Hem auch 
im Hinblick auf die Rationale fur Kombinationen therapeutischer 
Ansatze . 

20 

Erfordert die Ident if i z ierung und Char akter isierung der 
isolierten Krebszellen eine vorherige Isolierung von 
Nuklemsauren , Froteinen oder anderen Zeilbestandteilen , so 
sind dem Fachmann eine Yieizahl versch iedener Verfahren 
25 bekannt, mit denen er dieses bewerktstelligen kann. 

Beispielhaft seien hier lediglich einige wenige Methoden 
auf gezeigt . 

Zur Isolierung genomischer DNA kann man die Zellen, 
30 beispielsweise unter Einwirkung von Detergentien und/oder 
Protemasen, lysieren, Proteine entfernen und die DNA, 
beispielsweise durch Ausfallen mit bekannten organischen 
Losungsnitteln, isolieren. Verfahren auf Basis von 
Guanidinisothiocyanat und Phenol enthaltenden Ldsungen werden 
35 bevorzugt. Auch eine chromatographische Auf reinigung , d.h. eine 
Trennung von Nuk le insauren und anderen Zeilbestandteilen 
und/oder eine Trennung von Nukleinsauren unterschiedlicher Art, 
beispielsweise mittels Extraktion an festen Phasen, wie 



WO 00/06702 




PCT/EP99/05386 



Silikaten und ahnlichem, z.B. mit handelsiiblichen Spin-Saulen, 
kann sinnvoll sein. Weitere bekannte Methoden, wie 
Sonde ntechniken , Elekrophorese , Elektroosmose , osmotischer 
Schock, konnen zweckmaBig sein. Ahnliche Verfahrensmaflnahmen 
5 finden bei der Isolierung von Gesamt-RNA Anwendung . Aus dieser 
Gesamt-RNA kann wiederum mRNA isoliert werden, indem man z.B. 
auf Oligo-(dT) basierende Systeme verwendet. Die Wahl eines 
zweckmaBigen Protokolls unterliegt f achmannischem Wissen. 

10 Die isolierten Nukleinsauren konnen dann zur weiteren 

Identif izierung und Charakterisierung in einer Vielzahl von 
Applikationen eingesetzt werden. Hierzu gehoren beispielsweise 
die PCR, RT-PCR, DD-RT-PCR, cDNA-Synthese, Primerextension, 
restr ikti onsen zymat is che Verdauung , Southern -Blotting , 

15 Markierungs- und Modif i z ierungsreaktionen , Northern-Blotting, 
Klonierung, Sequenz ierung , in vitro-Transcr ipt ion oder in 
vitro-Translation. Einige der vorstehend genannten 
Applikationen konnen auch an einer oder wenigen Zellen ohne 
vorherige Isolierung von Nukleinsauren vorgenommen werden, 

20 insbesondere die RT-PCR. Die Wahl einer geeigneten Applikation 
hangt nicht nur von der Art der Nukleinsaure , sondern auch von 
der genetischen Information ab, anhand derer die Krebszellen 
identif iziert und charakter isiert werden sollen. 

25 Besonders vorteilhaft ist die erf indungsgemafi resultierende 
hohe Reinheit und isolat ionstechnische Unberuhrtheit der 
isolierten Krebszellen. Dies ermoglicht es, bestimmte 
Funktionsteste z.B. im Hinblick auf Pharmakogenomics (Test mit 
bestinmten Wirkstoffen) oder auf Veranderungen der isolierten 

30 Tumorzellen (Gen-Therapy, Gen-Replacement) durchzuf iihren . 

Desweiteren kann, durch die Reinheit der Zellen bedingt, ein 
sogenanntes "Drug-Targeting" durchgefiihrt werden. So ist z.B. 
aufgrund einer nachgewiesenen erb-B2 Amplif ikation eine 
Therapie mit anti-erb-B2 Antikorpern oder anderen Liganden 

35 angezeigt; Progesteron- oder Ostrogenrezeptor-exprimierende 
Tumorzellen sind einer sogenannten ant i-Hormon-Therapie 
zuganglich. Weist man in den Krebszellen beispielweise eine 
Mutation des Genes fur /3-Tubulin nach, so wtirde dies eine 
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Kontraindikation von Taxol® darstellen. Gleiches gilt fiir den 

Nachweis bestimnter Splicevarianten des Ostrogenrezeptors im 
Hinblick auf Tamoxifen^. 

5 Em weiterer Gegenstand der vor 1 legenden Erfindung sind Sets 
zur Isclierung und gegeoenenf alls zur anschlieBenden 
Identif izierung und Charaktsrisierung disseminierter und 
netastasierter Krebszellen. Auch Sets zur Depletion von 
Krebszellen aus zellhaltigen Praparaten, insbesondere 
10 Korperf iussigkeiten cder Isolaten sind Gegenstand der 
Erfindung. Derartige Sets sollten moglichst einfach zu 
handhaben und im wesentlichen gebrauchsf ertig sein. Eine 
bevor zugte Anordnung bietet die Sets in Kit- Form an . 
Essentielle Komponente geeigneter Sets ist wenigstens ein 
15 erf indungsgemaBes Sieb. Dieses Sieb kann im Sinne von ready-to- 
use bereits der Verwendung entsprechend angepa£t sein, es kann 
aber auch als eine Art Rohmater ial dem Set beigefiigt sein, das 
vom Benutzer dann den jeweiligen Anf orderungen entsprechend 
angepaBt, beisp ielsweise auf bestimmte Labware zugeschnitten 
20 werden kann. Zusatzlich konnen Komponenten vorhanden sein, die 
es ernoglichen, 

zellhaltige Korperf luss igkeit oder Teile davon durch das 
Sieb zu fiihren, be isp ie iswe ise saulenartige Teile, in 
denen das sieb zweckma/Sig angeordnet und vorzugsweise auch 
25 wieder entfernr werden kann; 

den Siebdurchlauf auf zufangen; 

die Zellen oder Ze 1 lbestandtei le vom Sieb abzulosen 
und/oder diese dann aufzunehmen, beispielsweise Losungen, 
wie Puffer, Kulturmedien oder organische Losungsmittel 

30 und/oder Losungsgenische, wie Ethanol, Chloroform, 

Isoamylalkohol , Isopropanol , Guanidinisothiocyanat , Phenol 
und Gemische davon, z.B. Trizol®, vorzugsweise als 
gebrauchsf ertige Losungen oder Losungsmittelgemische , die 
in vorzugsweise zentr if ugierbaren Behaltnissen und auch 

35 getrennt von diesen angeboten werden konnen; 

Nukleinsauren , Proteine oder andere Zellbestandteile der 
isolierten Krebszellen zu isolieren oder zumindest flir 
eine im Hinblick auf anschl ieftende Anaiysen zweckmaBige 
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Isolierung vorzubereiten, beispielsweise die zuvor 
genannten Losungen, Spin-Saulen mit geeigneten Festphasen, 
Oligo-dT-Systeme u.a. . 
Derartige Sets sind universell einsetzbar und weitgehend von 
5 der Art der gegebenef alls durchzuf uhrenden vorbereitenden 

Aufarbeitung der zellhaltigen Korperf liissigkeit und den sich 
anschlieBenden Verwendungen, z.B. den zur Identif izierung und 
Character is ierung isolierter Krebszellen vorzunehmenden 
Analysen , unabhangig . 

10 

Ferner konnen Komponenten vorhanden sein, die es ermog lichen, 
eine vorbere itende Aufarbeitung der zellhaltigen 
Korper fliiss igke it durchzuf uhr en , beispielsweise zur 
Isolierung von Zellen oder bestimmter zellhaltiger 
15 Fraktionen aus dieser Korper f liissigkeit ; 

die zur Identif iz ierung und Charakter isierung isolierter 
Krebszellen angestrebten Analysen, insbesondere 
Untersuchungen der oben genannten Gene und Proteine, 
durchzuf iihren, beispielsweise Primer, Mittel zur 
20 Amp 1 if ikation , Detektion und/oder Kontrollen. Bei den 

Kontrollen kann es sich auch um erf indungsgemaBes 
Krebsmater ial handeln ; 
Aufgrund der Vielfalt derartiger MaBnahmen sind diese 
Komponenten - wenn uberhaupt - in der Regel nur in beschranktem 
25 Umfang in dem er f indungsgemaBen Set untergebracht , d.h. es wird 
jeweils auf eine bestimmte Korper f liissigkeit und/oder eine oder 
wenige Analysen abgestellt. Es handelt sich dann um Kits zur 
Durchfiihrung einer Identif i z ierung und Charakter isierung 
isolierter Krebszellen anhand eines oder weniger Parameter. 

30 

Die nachf olgenden Beispiele sollen die Erfindung naher 
erlautern, ohne sie zu beschranken. 

Beispiel 1 

35 Isolierung disseminierter Krebszellen aus Blut. 

10 ml hepar inis iertes Blut werden abzentr i f ugiert (400 g; 10 
min; RT) . Das iiberstehende Plasma wird abgenommen. Die 
pelletierten Zellen werden in 12 ml PBS auf genommen . Nach 
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Dichtegradientenzentrifugation (Nycodenz 1.077; 800 g; 30 min, 
RT) werden die Interphasezellen (mononukleare Zellen, kurz MNC) 
abgenommen und 2 x in 10 ml PBS (1 mM EDTA) gewaschen (400 g; 
10 min; 4QC) . Die MNC's werden in 10 ml PBS aufgenommen (1 mM 
5 EDTA , 0,5 % BSA) . Als BezugsgroBe wird 1 ml dieses 

Zel Igemisches abgenommen (Kontroilfraktion) , Die restlichen 9 
ml Zellgemisch werden iiber eine Saule durch ein aus PE-Faden 
gewebtes Sieb mit 20 am Maschenweite (vertrieben von der SEFAR 
AG , Riischlikon, Schweiz) gefuhrr und der S iebdurchlauf 

10 gesammelt. Die Saule wird 5 x mit je 10 ml PBS (1 mM EDTA) 

gewaschen. Das Sieb wird herausgenommen, umgedreht und in einem 
ReaktionsgefaB mit 0,7 ml Trizol^ inkubiert (5 min; RT) . Das 
Sieb wird im Reakt lonsqef aB oberhalb der Tr i z o l®-Losung 
plaziert und abzentr ifugiert (200 g; 30 s; RT) . Das trockene 

15 Sieb wird entfernt und die Tr izol®-Losung der weiteren RNA/DNA- 
Isolation zugef uhrt . 

Alternativ zur Inkubation des Siebes in Trizol® kann das Sieb 
der Saule entnommen, umgedreht und in PBS (1 mM EDTA, 0,5 % 
20 BSA) uberfiihrt werden, und die Zellen konnen durch 

Zentr if ugation (400 a; 10 min, 40C) pelletiert werden. 

Beispiel 2 

Isolierung von CD4 5-positiven Zellen (Kontroilfraktion) 

25 Zur Isolierung von CD4 5-positiven Lymphozyten als 

Kontrollf raktionen und auch fur die Messung von LOH ' s werden 
jeweils 1/10 der MNC ' s vor und nach dem Siebvorgang (siehe 
Beispiel 1) abgenommen. Diese werden in em 1 ml PBS (0.5% BSA, 
100 i±q hu-IgG) enthaitendes Reakt ionsgefa5 uberfiihrt. Dazu 

30 werden 50 jil gewaschene anti-CD45 Microbeads gegeben. Der 
Ansatz rotiert bei 4°C 20 min. AnschlieBend wird das 
Reakt ionsgefaB so an einer Magnetleiste positioniert , daB die 
Microbeads (gebunden an CD45-positive MNC's) an der GefaBwand 
pelletieren. Durch dreimaliges Waschen der Bead-Zell-Aggregate 

35 erhalt man eine reine Population CD 4 5 -positive r Lymphozyten, 
welche dann in Trizol^ gelost der Isolation von Nukleinsauren 
zugef iihrt werden konnen. CD45-Isolate der MNC's vor dem 
Siebvorgang werden als Kontroilfraktion A bezeichnet, CD45- 
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positive Isolate der MNC ' s nach dem Siebvorgang als 
Kontrollf raktion B . 

Beispiel 3 
5 DNA-Analysen 

Genomische DNA wird in herkommlicher Weise aus den in den 
Beispielen 1 und 2 erhaltenen Tr izol®-L6sungen isoliert. Die 
DNA wird dann durch PCR ampiif iziert , wobei man die nachstehend 
angegebenen Primer und Parameter verwendet. 

10 

1. Analyse der p53 , Rb, DCC und APC Allele: 

Pro PCR-Ansatz werden folgende Reagenzien zusammengegeben (fJ.1) : 



10-fach PCR-Puffer 5 

15 2 0 mM dNTP 0.5 

Primer A 0.5 

Primer B 0.5 
TAQ- Polymerase 
+ TAQ-Start-Antikorper 

201:1 0.5 

H 2 0 4 0 

DNA 3 



Folgende Temperaturprof i le werden benutzt: 

25 



fur APC , 


Rb und DCC: 


95 °C 


5 min 


94 °C 


30 sec 


53 °C 


3 0 sec 


72 °C 


3 0 sec 


72°C 


5 min 


flir p53 




95 °C 


5 min 


94 °C 


30 sec 


62 °C 


30 sec 


72 °C 


3 0 sec 


72°C 


5 min 



WO 00/06702 PCT/EP99/05386 

36 

Als Primerpaare werden benutzt: 

p53-LOK: 

A: 5 1 -Fl-Agg gAT ACT ATT CAg CCC CAg gTg 
5 B: 5 1 -ACT gCC ACT CCT TgC CCC ATT C 

APC-LOH 

A: 5 * -FAM-gTA AgC Agg ACA AgA TgA Cag 
B: 5 * -gCT ATT CTC TCA ggA TCT Tg 

10 

DCC-LOH 

A: 5 * -HEX-gAT gAC ATT TTC CCT CTA g 
B: 5 1 -gTg gTT ATT gCC Ttg AAA Ag 

15 Rb-LOH 

A: 5 1 - FAM-CTC CTC CCT ACT TAC Ttg T 
B: 5 ' -AAT TAA CAA ggT gTg gTg g 

Alle Primer werden in einer Konzentrat ion von 20 pmol/^1 
2 0 gelagert. Normale DNA wird iinmer ais negative Kontrolle 
eingesetzt. Alle PCR-Amplif ikate der LOH- und 
Amplif ikationsanalysen werden auf einem ABI-Prism Genescan 

Genetic Analyser geniessen und ausgewertet. 



25 
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2. Amplif ikationsanalyse von erb-B2 und c-myc 

Gemessen wird eine Coampl if ikation von erb-B2 (c-myc) versus B- 
Globin . 

5 

Pro PCR-Ansatz werden f olgende Reagenzien zusammengegeben (A*l) : 

c-myc erb-B2 

10-fach PCR-Puffer 5 5 

10 MgCl (25 mM) 4 4 

2 0 mM dNTP 0.2 5 0.2 5 

Primer A 2 1.5 

Primer B 2 1*5 

6-Globin-Primer A 0.2 0.5 

15 6-Globin-Primer B 0.2 0.5 

(NH 4 ) 2 S0 4 7.5 7.5 

AmpliTaq Gold 0.4 0.4 

H 2 0 25.45 25.85 

DNA 3 3 

20 

Folgendes Temperaturprof il wird benutzt: 



95 °C 
95 °C 
25 60 °C 
72 °C 
72 °C 



10 min 
60 sec 

60 sec 32x 
60 sec 
3 min 



Als Primerpaare werden benutzt: 

30 

erb-B2 

A: 5 1 -HEX-Cgg ATC TTC TgC TgC CgT Cg 
B: 5 ' -CCT Ctg Acg TCC ATC ATC TC 



35 



c-myc 

A: 5 ' -HEX-CgT ATT CAT gCC Ttg TAT Ttg 
B: 5 1 -CTT CTT CAT CTT CTT gTT CC 
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Globin 

A: 5'-FAM-ACA CAA Ctg TgT TCA CTA gC 
B: 5 1 -CAA CTT CAT CCA CgT TCA CC 

5 Alle Primer werden in einer Konzentration von 20 pmol/^1 

gelagert. Normale DNA v/ird immer als negative Kontrolle und 5* 
fach amplif izierte ( erb-B2 / c-my c ; DNA als positive Kontrolle 
eingesetzt. Alle PCR-Amp 1 i f ikate der LOH- und 
Amplif ikationsanalysen werden auf einem ABI-Prism Genescan 
10 Genetic Analyser gemessen und ausgewertet. 

Beispiel 4 
Klinische Anwendung 

14 Patienten mit unterschiedlichen Karzinomen, ein Patient mit 
15 malignem Melanom, sechs Kontrol Ispender und ein im Vorbefund 
auffalliger "Normalspender" wurden untersucht. Es wurden 
Analysen tunorspez i f ischer und tumorassoz i ierter RNA' s sowie 
genomische Analysen auf "allele imbalance" (LOH) der Gene p53, 
Rb, APC und DCC und Amp 1 if ikt ionsana lysen der Onkogene c-myc 
20 und erb-B2 durchgef uhrt . 

GemaB Beispiel l wurden aus dem Blut eines jeden Patienten die 
Kontrol If raktion , der 5 i ebdurch iauf und der Siebruckstand 
erhalten. GemaB Beispiel 2 wurden aus der Kontrollf raktion und 

25 dem Siebdurchlauf CD4 5-pos it ive Zellen als "Wildtyp-Kontrolle" 
isoliert (Fraktionen A und B) . Die vorstehend genannten 
Analysen wurden an den CD4 5-pos it iven Zellen der 
Kontrollf raktion (A; BezugsgroBe) , den CD 4 5 -pos itiven Zellen 
des Siebdurchlauf s (Fraktion B) und den Zellen des 

30 Siebruckstandes (Fraktion C) durchgef uhrt . 

Die Ergebnisse der genomischen Analysen sind in nachf olgender 
Tabelle I fur Patienten und Tabeile II fur Kontrollspender 
zusammengef a6t . Angegeben sind die relativen Allel-Unterschiede 
35 bezogen auf die CD 4 5-Kontrol 1 fraktion A (BezugsgroBe) . Als Cut- 
off-Wert der LOH-Analysen wurde, bezogen auf die Kontrolle, ein 
Wert von < 0,5, d.h. mindestens 50 % Unterschied , als positiv 
gesetzt. Bei den Amplif ikationsanalysen wurde ein Cut-of f-Wert 
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von 2,0 gesetzt. 

Fur fiinf der 15 untersuchten Patienten mit etabliertem Karzinom 
und Melanom konnte nachgewiesen werden, da/3 disseminierte 
5 Krebszellen aus peripherem Blut mit dem erf indungsgemafien 

Verfahren isoliert werden konnten. Dies gelang auch bei einem 
der Kontrollspender, dessen Vorbefund (Expression der CEA-, 
CK20- und MUCl-RNA's) Hinweise auf disseminierte Krebszellen 
gab . 

10 

Beispiel 5 

Charakterisiserung des biologischen Zustandes dissmeninierter 
Tumorzellen 

15 Einer 53-jahrigen Patientin mit einem vor 16 Monaten 

diagnostizierten und behandelten (6xCMF, Radiatio, Tamoxifen) 
Mammakarzinom (pT2pNlM0, G3 ) wurde eine Blutprobe entnommen. 
Disseminierte Tumorzellen wurden gemaB Beispiel 2 isoliert. 
Diese wiesen ein LOH des p53-Gens, eine Mutation des p53-Gens 

20 und eine Amplif ikation von c-erbB-2 auf. Die quantitative und 
auf GADPH normierte Untersuchung der Cyclinexpression ergab 
f olgendes Resultat : 

Cyklin D: 2,5 
25 Cyclin E: 0 
Cyclin B: 0 

Die ausschlieBliche Expression von Cyclin D spricht fur eine 
G0/1-Phase. Keine der isolierten Zellen befand sich in einem 
30 mitotischen Stadium. Die isolierten Tumorzellen waren nicht 
prolif erativ. 

Einem 64-jahrigen Patienten mit einem vor 6 Monaten 
diagnostizierten und behandelten (5-FU) Colonkarz inom (Dukes C) 
35 wurde eine Blutprobe entnommen. Disseminierte Tumorzellen 

wurden gemaft Beispiel 2 isoliert. Diese wiesen ein LOH des DCC- 
Gens , ein LOH des E-Cadher in-Gens und eine Amplif ikation von c- 
myc auf. Die quantitative und auf GADPH normierte Untersuchung 
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der cyclinexpression ergab folgendes Resultat: 

Cykiin D: 0,7 
Cyclin E: 4,3 
Cyclin B: 10,3 

Die Expression ailer drei Cycline spricht fur fur einen 
prolif erativen Zustand der isolierten Tumorzellen. 
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ANSPRUCHE 



10 2 . 



3 . 

15 

4 . 

20 

5 . 

25 

6. 

30 



7 . 

35 



Verfahren zur Isolierung von Krebszellen aus zellhaltigen 
Korperf lussigkeiten, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
zellhaltige Korperf liissigkeit Oder Teile davon durch ein 
Sieb fiihrt, das Krebszellen zuriickhalt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Sieb eine Maschen- bzw. Porenweite von etwa 15 bis 30 jim, 
vorzugsweise von etwa 20 £im aufweist. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
da& man zunachst eine zellhaltige Fraktion aus der 
Korperf liissigkeit isoliert und anschlieftend siebt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, da3 man die auf dem Sieb zurlickgehaltenen 
Zellen vom Sieb ablost und die erhaltene Zellsuspension 
durch Zentrif ugation pelletiert. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, da3 man als Korperf liissigkeit Blut, 
Knochenmark , Lymphe, Urin, Sputum, Ascites, Ergusse, 
Fruchtwasser, Punktate, Colon-, Lungen-, Bronchiallavage, 
Blasenspiilf liissigkeit , Faces verwendet . 

Verfahren zur Gewinnung von Nukleinsauren aus Krebszellen, 
dadurch gekennzeichnet, da6 man eine nach den Anspriichen 1 
bis 5 erhaltene Krebszellf raktion in Guanidinisothiocyanat 
und Phenol enthaltenden Losungen inkubiert. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5 zur Entnahme 
von Krebszellen aus zellhaltigen Praparaten, insbesondere 
Korperf lussigkeiten oder zellhaltigen Fraktionen davon. 
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8. Verfahren zur Charakter isierung disseminierter und 
mikrometastasierter bzw. mikrometastasierender Krebszellen 
anhand von DNA und/oder RNA, wobei man aus 

Korperf liissigkeir eines Individuums nach dem 
5 erf indungsgemaBen Verfahren abgetrennte Krebszellen anhand 

von DNA und/oder in RNA auf wenigstens ein krebsspezif isches 
Gen untersucht und die gleiche Untersuchung mit 
Nichtkrebszellen desselben Individuums zum Vergleich 
durchfiihrt und gegebenenf alls auch aus Korperf liissigkeit 
10 eines Individuums gewonnene Zellen anhand von mRNA auf 

wenigstens ein krebsspez if isches Gen untersucht. 

9. Set aus einem Sieb und weiteren Mitteln zur Durchfuhrung 
eines Vefahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 8. 

15 

10. Aus Korperf lussigkeiten isolierte Krebszellen, 
insbesondere disseminierte Tumorzellen , deren Zustand 
biologisch, vorzugsweise vital, ist, gegebenenf alls im 
Gemisch mit Nichtkrebszellen, sowie daraus etablierte 

20 Zellinien oder abgeleitete Zellbestandteile. 

11. Aus Korperf lussigkeiten isolierte Krebszellen, 
insbesondere disseminierte Tumorzellen, deren Zustand ein 
nach Isolierung ausgehend von einem biologischen Zustand 

25 induzierter kunstlicher Zustand ist, gegebenenf alls im 

Gemisch mit Nichtkrebszellen, sowie daraus etablierte 
Zellinien oder abgeleitete Zellbestandteile. 

12. Krebszellen im Gemisch mit Nichtkrebszellen nach einem der 
30 Anspriiche 10 oder 11 mit ein Krebszellanteil von 

wenigstens 50%, vorzugsweise von wenigstens 80% und 
insbesondere von wenigstens 90%, sowie daraus etablierte 
Zellinien oder abgeleitete Zellbestandteile. 



35 



13 . 



Im wesentlichen reine Krebszellen nach einem der Anspriiche 
10 bis 12, sowie daraus etablierte Zellinien oder 
abgeleitete Zellbestandteile . 
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14. Verwendung von Krebszellen nach einem der Anspriiche 10 bis 
13 als Therapeutika oder als Target im diagnostischen, 
therapeutischen , tierexper imentellen oder 
wissenschaft lichen Bereich . 

5 

15. Pharmazeutisches oder tierarzneiliches Mittel mit 
Krebszellen, daraus etablierten Zellinien oder 
abgeleiteten Zellbestandteilen nach einem der Anspriiche 10 
bis 13 und weiteren Formulierungshilf en, Wirkstoffen 

10 und/oder Komponenten eines diagnostischen Tests. 
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Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemafB Artike! 36 ubermittelt. 
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t. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ats "ursprungiich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-40 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1 -21 eingegangen am 24/1 1/2000 mit Schreiben vom 24/1 1/2000 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmefdung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der international Recherche eingereicht worden ist (nach 

Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schnftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 
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5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzb/atter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
Anspruche Nr. 17 (teilweise). 

Begrundung: 

Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 17 (teilweise) beziehen sich 
auf den nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden 
braucht (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daf3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 

□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Feststellung 
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Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 




Nein: 


Anspruche 


Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 




Nein: 


Anspruche 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 




Nein: 


Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefiihrte Unterlagen 

1. Bestimmte verdffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 



1-21 
1-21 

1-16, 17 (teilweise), 18-21 
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Zu Punkt III 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Der Teil cles Anspruchs 1 7, der sich mit der Verwendung disseminierter 

Tumorzellen als Therapeutika befaBt, bezieht sich auf einen Gegenstand, der 
nach Auffassung dieser Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird 
uber die gewerbliche Anwendbarkeit dieses Teils des Gegenstands des 
Anspruchs kein Gutachten erstellt (Artikel 34(4) a) (i) PCT). 

Zu Punkt V 

Beqriindete Feststellunq nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der 
erfinderischen Tatigkeit und der qewerblichen Anwendbarkeit: Unterlaqen und 
Erklarunqen zur Stiitzunq dieser Feststellung 

Neuheit (Artikel 33(2) PCT) 

2 D1=HIRTE, H.W. ET AL.: 'A rapid and simple method for the purification of 
tumor cells from ascites fluid of ovarian carcinoma' GYNECOLOGIC 
ONCOLOGY, Bd. 44, 1992, Seiten 223-226 bechreibt ein Verfahren zur 
Isolierung von Tumorzellen, die in Ascites- Fiussigkeit von Eierstockkarzinomen 
als Zellklumpen vorliegen. Gemass Seite 225, rechte Spalte, Zeile 23 des 
Dokumentes ist dies der naturliche Zustand der Zellen bei dieser Art von Tumor. 

D2= EP-A-584715 bezieht sich auf ein Verfahren zur Isolierung von zirkulierenden 
Tumorzellen durch Zentrifugation mit nachfolgender Eliminierung der 
Nichtkrebszellen und in vitro-Vermehrung der Krebszellen. 

Mit dem Verfahren nach Anspruchen 1-7 der Anmeldung werden disseminierte 
Tumorzellen durch Anwendung eines Siebes mit einer Porenweite von 15-30|um 
isoliert. Der Anmelder hat glaubhaft gemacht, dass es sich bei "disseminierten" 
Tumorzellen um einen besonderen Zelltyp handelt, der sich von Zellen eines 
Tumors unterscheidet. Meistens kommen solche disseminierten Zellen als 
Einzelzellen vor. Sollte es zu einer Aggregatbildung kommen, dann sind diese 
Aggregate nicht mit den Zellklumpen aus D1 gleichzusetzen, da letztere im 
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Prinzip Zellen eines soliden Tumors entsprechen, die andere physiologische und 
genetische Merkale besitzen wie die Zellen, die sich abgelost haben und 
zirkulieren. 

Die Neuheit des Gegenstand der Anspruche 1-7 wird daher anerkannt. 
Entsprechendes gilt fur den Gegenstand des Anspruchs 8. 

3. Das Verfahren des Anspruchs 9 ist ebenfalls als neu einzustufen, da es als einen 
Schritt das Verfahren der Anspruche 1-7 enthalt. 

4. Anspruch 10 bezieht sich auf die Verwendung eines Siebes mit einer Maschen-, 
bzw. Porenweite von ca. 15-30|im zur Isolierung disseminierter Tumorzellen. 
Soiche Siebe sind zwar an sich aus dem Stand der Technik bekannt (siehe zum 
Beispiel D1 , die einen 30|im nylon mesh filter beschreibt), nicht jedoch die im 
Anspruch angegebene Verwendung. Der Gegenstand des Anspruchs 10 ist daher 
neu. 

5. D2 beschreibt ein Verfahren zur Isolierung und Vermehrung disseminierter 
Tumorzellen. Durch Zentrifugation wird die Fraktion der weissen Blutkorperchen 
gewonnen, die auch zirkulierende transformierte Zellen enthalt. Nachdem 
Lymphozyten durch Zusatz von B- und T-Zell-spezifischen Antikorpern zerstort 
wurden, bzw. durch Zugabe von makrophagen-inhibierendem Peptid, wird die mit 
transformierten Zellen angereicherte Zellfraktion auf Mikrotiterplatten verteilt und 
vermehrt. 

D2 wird als nicht neuheitsschadlich fur den Gegenstand der Anspruche 11-14 
angesehen. Der Anmelder hat dazu ausgefuhrt, dass der Anteil der NK-Zellen, i.e. 
die Zellen, die durch Verwendung der Anti-CD8 und Anti-CD25 Antikorper 
eliminert werden, im peripheren Blut je nach Individuum zwischen 6% und 29% 
schwanke. Ausserdem exprimiere nur eine Subpopulation der NK-Zellen das 
CD8-Antigen. Ruhende CD25 Zellen seien daruber hinaus CD25-negativ. 
Nachdem die Absolutzahl der NK-Zellen im Blut etwa 80. 000 bis 1.000.000 
betrage, verblieben selbst nach Abzug der 30% CD8-positiven NK-Zellen 
wenigstens 56.000 NK-Zellen pro ml Blut. Die Anzahl disseminierter Tumorzellen 
uberschreite aber einen Wert im Bereich von 1 0 bis 1 00 Zellen pro ml Blut nicht. 
Dieser erhebliche Uberschuss von Nicht-Tumorzellen scheine auch durch die 
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nachfolgende Kultivierung nicht derail verandert werden zu konnen, dass 
Tumorzellanteile von mindestens 50% erreicht werden wurden. 
Die IPEA halt es daher fur glaubhaft, dass aufgrund der Anreicherungs- und der 
nachfolgenden Kultivierungsmethode in D2 ein Tumorzellanteil von wenigstens 
50% hochstwahrscheinlich nicht erhalten wird. 

Der Gegenstand der Anspruche 1 5-21 ist neu, da er sich auf die neuen 
Zellgemische gemass der Anspruche 11-14 bezieht. 

Erfinderische Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT) 

6. Nachster Stand der Technik ist D2. Dort werden disseminierte Tumorzellen mit 
Hilfe einer Zentrifugation und nachfolgender in vitro Kultur angereichert. 
Im Gegensatz dazu wird in der Anmeldung ein Sieb mit einer Maschen- oder 
Porenweite von 15-30)Lim benutzt, welches die zirkulierenden Tumorzellen 
zuruckhalt. Das Verfahren hat den Vorteil, daB es rasch durchzufuhren ist und die 
Zellen in einem relativ ursprunglichen Zustand ohne Ligandenbindung gewonnen 
werden. 

Das von der Anmeldung zu losende Problem bezuglich des Verfahrens ist daher 
die Bereitstellung eines einfach durchzufuhrenden Verfahrens zur Isolierung von 
disseminierten Tumorzellen, welches die Zellen in einem Zustand belasst, der 
dem naturlichen entspricht. 

Beispiel 1 in Verbindung mit Beispiel 4 zeigt, dass mit dem beanspruchten 
Verfahren disseminerte Tumorzellen erhalten werden. 

Die in Anspruch 1 formulierte Losung des Problems scheint im Lichte des zitierten 
Standes der Technik nicht offensichtlich zu sein. D1 beschreibt zwar die 
Abtrennung von Tumorzellen durch Filtration. Hier handelt es sich aber wie bereits 
oben erwahnt, um grossere Zellklumpen, die nicht mit disseminierten Tumorzellen 
gleichgesetzt werden konnen. D3 = EP-A-483506 fiihrt eine Filtration von Blut 
durch, um Zellen von klinischen Interesse von solchen, die nicht von Interesse 
sind abzutrennen. Von klinischen Interesse sind solche Zellen, die mit dem PAP- 
Test, ein Test auf Krebszellen, angefarbt werden konnen. Von nicht klinischen 
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Interesse sind zum Beispiel rote und weisse Blutkorperchen. Es werden jedoch 
Filter mit einer Porenweite von ca. 12 |im und kleiner benutzt. 

In D1 oder D3 wird also zwar ein Filter benutzt, einmal jedoch zur Abtrennung von 
nicht-disseminierten Tumorzellen. Im anderen Fall wird uber die zuruckgehaltenen 
Zellen keine Aussage gemacht und die Maschenweite ist anders als die in der 
Anmeldung gewahlte. Daher scheint der Fachmann aus der Lehre dieser beiden 
Dokumente nicht folgern zu konnen, dass ein Filter mit einer Maschenweite von 
15-30jim fur die Abtrennung von zirkulierenden Tumorzellen geeignet ist. 

Der Gegenstand der Anspruche 1-8 beruht daher auf erfinderischer Tatigkeit. Das 
gilt ebenso fur Anspruch 9, der als Verfahrensschritte das Verfahren aus 
Anspruch 1-7enthalt. 

Fur den Gegenstand aus Anspruch 10 kann erfinderische Tatigkeit ebenfalls 
anerkannt werden, da eine Verwendung eines Siebes mit einer Maschen- bzw. 
Porenweite von etwa 15-30um im Stand der Technik nicht vorgeschlagen ist. 

7. Was die Zellanspruche 11-14 und Anspruche betrifft, die sich darauf beziehen, 
konnte D2 ebenfalls als der nachste Stand der Technik angesehen werden. Die 
disseminierte Tumorzellen enthaltenden Zellgemische aus D2 sind einerseits nicht 
frei von zu Isolationszwecken verwendeten Liganden und zeichnen sich 
andererseits nicht durch den angegebenen Tumoranteil aus (siehe oben bei 
Neuheit). Der Vorteil der Zellgemische der vorliegenden Anmeldung liegt daher 
darin, dass aufgrund ihrer Reinheit und ihres relativ hohen Gehaltes an 
Tumorzellen beispielsweise quantitative Analysen der Expression bestimmter 
tumorbiologsich relevanter Nukleinsauren durchgefuhrt werden konnen. 

Dem Gegenstand der Anspruche 11-14 liegt somit das Problem zugrunde 
Zellgemische bereitzustellen, die einen hohen Anteil an reinen disseminierten 
Tumorzellen enthalten und damit modernen Analysemethoden zuganglich sind 
oder zur Etablierung von Zelllinien und als Pharmazeutika geeignet sind. 

Beispiel 4 zeigt die Durchfuhrung von LOH-Analysen und daher, dass die 
Zellgemische der Anmeldung das Problem losen. 
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Der Gegenstand der Anspruche 11-14 beruht auf einer erfinderischen Tatigkeit, 
da Tumorzellen, die frei von Zusatzen sind, die zu ihrer Isolierung benotigt 
werden, im Stand der Technik nicht vorgeschlagen sind. Sowohl die oben 
erwahnte D2 als auch D4=RYE, P.D. ET AL.: 'Immunobead filtration: A novel 
approach for the isolation and propagation of tumor cells' THE AMERICAN 
JOURNAL OF PATHOLOGY, Bd. 150, Nr. 1, 1997, Seiten 99-106 benutzen 
direkt oder indirekt Antikorper zur Isolierung oder andere Zusatze (macrophagen- 
inhibierendes Peptid aus D2). Die Anspruche 1 1-14 erfullen daher der 
Erfordernisse der Artikels 33(3) PCT. 

8. Die Anspruche 15-20 beschreiben Verfahren mit bzw. Verwendungen der neuen 
und erfinderischen Zellgemische der Anspruche 11-14. Die Gegenstande dieser 
Anspruche sind daher ebenfalls als erfinderisch einzustufen. Das gilt ebenso fur 
das pharmazeutische Mittel aus Anspruch 21 . 
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ANSPRUCHE 



1 . Verfahren zur Isolierung von disseminierten Tumorzellen aus zellhaltigen 
Korperfliissigkeiten, dadurch gekennzeichnet, daB man die zellhaltige 
Korperfliissigkeit oder Teile davon durch ein Sieb mit einer Maschen- bzw. 
Porenweite von etwa 15 bis 30 pm fiihrt und die zuruckgehaltene Zellfraktion 
gewinnt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dai3 das Sieb eine Maschen- 
bzw. Porenweite von etwa 20 jxm aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man zunachst eine 
zellhaltige Fraktion aus der Korperfliissigkeit isoliert und anschlieBend siebt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
auf dem Sieb zuriickgehaltenen disseminierten Tumorzellen, gegebenenfalls im 
Gemisch mit Nichtkrebszellen, vom Sieb ablost. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man eine 
Flussigkeit in entgegengesetzter Richtung durch das Sieb fiihrt. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
man als Korperfliissigkeit Blut, Knochenmark, Lymphe, Urin, Sputum, Ergiisse, 
Fruchtwasser, Punktate, Colon-, Lungen-, Bronchiallavage, Blasenspiilflussigkeit, 
Faces verwendet. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB man als Korperfliissigkeit 
Blut verwendet. 

8. Verfahren zur extrakorporalen Eliminierung von disseminierten Tumorzellen aus 
zellhaltigen Praparaten, dadurch gekennzeichnet, daB man das zellhaltige Praparat 
durch ein Sieb mit einer Maschen- bzw. Porenweite von etwa 15 bis 30 |im fiihrt. 
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9. Verfahren zur Charakterisienang disseminierter Tumorzellen anhand von DNA 
und/oder RNA, wobei man nach einem Verfahren der Anspriiche 1 bis 7 aus 
Korperflussigkeit eines Individuums disseminierte Tumorzellen abtrennt und anhand 
von DNA und/oder mRNA auf wenigstens ein krebsspezifisches Gen untersucht, und 
die gleiche Untersuchung mit Nichtkrebszellen desselben Individuums zum Vergleich 
durchftihrt. 



10. Verwendung eines Siebes mit einer Maschen- bzw. Porenweite von etwa 15 bis 30 fxm 
zur Isolierung disseminierter Tumorzellen aus zellhaltigen Korperflussigkeiten. 

1 1 . Disseminierte Tumorzellen umfassendes Zellgemisch, gekennzeichnet durch einen 
polyklonalen Tumorzellanteil von wenigstens 50%. 

12. Zellgemisch nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Tumorzellen frei 
von herkommlicherweise zu Isolationszwecken verwendeten Liganden sind. 

13. Zellgemisch nach einem der Anspriiche 1 1 oder 12, gekennzeichnet durch einen 
polyklonalen Tumorzellanteil von wenigstens 90%. 

14. Disseminierte Tumorzellen umfassendes Zellgemisch nach einem der Anspriiche 1 1 
bis 13, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7. 

1 5 . Verfahren zur Isolierung von Zellbestandteilen disseminierter Tumorzellen, wobei 
man die Zellbestandteile aus wenigstens einem Zellgemisch der Anspriiche 11 bis 14 
oder einer Fraktion davon in an sich bekannter Weise gewinnt. 



16. Verfahren zur Etablierung von Zelllinien disseminierter Tumorzellen, wobei man 
wenigstens ein Zellgemisch der Anspriiche 1 1 bis 14 oder eine Fraktion davon 
kultiviert. 



17. Verwendung von Zellgemischen nach einem der Anspriiche 12 bis 14 als Therapeutika 
oder als Target im diagnostischen, therapeutischen, tierexperimentellen oder 
wissenschaftlichen Bereich. 
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1 8. Verwendung nach Anspruch 17 zur Identifizierung therapeutischer Targets. 

19. Verwendung nach Anspruch 17 zum Screenen von Wirkstoffen. 

20. Verwendung nach Anspruch 17 zur Wahl einer individuellen Therapie. 

21. Pharmazeutisches oder tierarzneiliches Mittel mit wenigstens einem Zellgemisch nach 
einem der Anspruche 1 1 bis 14 und weiteren Formulierungshilfen, Wirkstoffen 
und/oder Komponenten eines diagnostischen Tests. 
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I. Basis of the report 



I This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ) 



□ 



| j the international application as originally filed. 

the description, pages 1-40 . as originally filed, 

pages . filed with the demand- 
pages , filed with the letter of 

pages . filed with the letter of 



the claims 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-21 



. as original 1> filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



24 November 2000 (24. 1 1 .2000) 



□ 



the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets fie 



. as originally filed. 
, filed with the demand. 
. filed with the letter of 
. filed with the letter of 



I lie amendments ha\e resulted in the cancellation of: 

1 1 the description, pages 

1 1 the claims. Nos. 



| 1 the drawings. sheets, fig 



□ 



This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go be\ond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 
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PCT/EP99/05386 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

| | the entire international application. 

claims Nos. 17 (Part) 

because : 



□ 



the said international application, or the said claims Nos. 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify) 



17fPart) 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos 
are so unclear thai no meaningful opinion could be formed (specify}. 



□ the claims or said claims Nos arc so inadequately supported 
b\ the description that no meaningful opinion could be formed. 

| | no international search report has been established for said claims Nos. ■ 
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Supplemental Box 

(To be us ed when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: I 1 1 . 1 

1. The part of Claim 17 relating to the use of 

disseminated tumour cells as therapeutic agents 
relates to a subject matter which, in the opinion 
of this Authority, is covered by PCT Rule 67.1(iv). 
Consequently, an opinion report is not established 
on the industrial applicability of this part of the 
claim (PCT Article 34 (4) (a) (i) ) . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-21 



1-21 



1-16, 17 (in part ) , 18-21 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Novelty (PCT Article 33(2)) 



2. Dl - HIRTE, H.W. ET AL.: X A rapid and simple method 

for the purification of tumor cells from ascites 
fluid of ovarian carcinoma' GYNECOLOGIC ONCOLOGY, 
Vol. 44, 1992, pages 223-226 - describes a method 
for the isolation of tumour cells present as cell 
clumps in the ascites fluid of ovarian carcinomas. 
According to page 225, right-hand column, line 23 of 
said document, this is the natural state of the 
ceils in this kind of tumour. 

D2 , EP-A-0 584 715, concerns a method for isolating 
circulating tumour cells by cent rifugat ion followed 
by elimination of the non-cancer cells and in vitro 
multiplication of the cancer cells. 



In the method according to Claims 1-7 of the 
application, disseminated tumour cells are isolated 
using a sieve with a pore width of 15-30 ym. The 
applicant has shown plausibly that "disseminated" 
tumour cells are a particular type of cell which 
differ from the cells of a tumour. Such disseminated 
cells generally occur as individual cells. Any 
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aggregate that may form is not the same as the cell 
clumps from Dl, since the latter correspond 
essentially to cells of a solid tumour and have 
physiological and genetic features different from 
the detached and circulating cells. 

The novelty of the subject matter of Claims 1-7 is 
therefore acknowledged. The same applies to the 
subject matter of Claim 8. 

The method of Claim 9 is likewise deemed novel, 
since one of its steps involves the method of Claims 
1-7 . 

Claim 10 relates to the use of a sieve with a mesh 
or pore width of approx. 15-30 urn for isolating 
disseminated tumour cells. Although such sieves are 
known per se from the prior art (see, for example, 
Dl, which describes a 30 urn nylon mesh filter), the 
use indicated in the claim is not. The subject 
matter of Claim 10 is therefore novel. 

D2 describes a method for isolating and multiplying 
disseminated tumour cells. The fraction of white 
blood corpuscles containing the circulating 
transformed cells is obtained by cent rif ugation . 
After lymphocytes have been destroyed by the 
addition of 3- and T-cell-specif ic antibodies or by 
the addition of a macrophage- inhibit ing peptide, the 
cell fraction enriched with transformed cells is 
spread out on microtiter plates ana multiplied. 

D2 is not considered prejudicial to the novelty of 
the subject matter of Claims 11-14. The applicant 
has put the case as follows: in the peripheral 
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blood, the proportion of NK cells, that is, cells 
which are eliminated using the anti-CD8 and anti- 
CD25 antibodies, varies from between 6% and 29% 
according to the individual. Furthermore, only a 
sub-population of the NK cells expresses the CD8 
antigen. Moreover, resting CD25 cells are CD25- 
negative. If the absolute number of NK cells in the 
blood is 80,000 to 1,000 000, there are still at 
least 56,000 NK cells per ml of blood even after the 
30% of CD8-positive NK cells have been removed. The 
number of disseminated tumour cells does not, 
however, exceed 10 to 100 cells per ml of blood. Nor 
does it appear possible for the subsequent 
cultivation to alter this considerable surplus of 
non-tumour cells so as to achieve tumour cell 
proportions of at least 50% . 

The IPEA therefore considers it likely that, on the 
basis of tne enriching and subsequent cultivation 
method of 02, a tumour cell prDportion of at least 
50 1 is most probably not obtained. 

The subject matter of Claims 15-21 is novel, since 
it relates to the novel cell mixtures as per Claims 
11-14 . 

Inventive step (PCT Article 33(3)) 

6 . D2 is tne closest prior art . In said document , 

disseminated tumour cells are enriched with the help 
of centrifugation and subsequent in vi tro culture. 
In c:ntrast thereto, the application uses a sieve 
with a mesh or pore width of 15-30 urn, which retains 
the circulating tumour cells. The advantage of the 
method is that it can be carried out quickly and 
that the cells are obtained in a relatively 
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unadulterated state without ligand bonding. 

The problem addressed by the application is 
therefore the provision of a method for isolating 
disseminated tumour cells which is simple to carry 
out and which leaves the cells in a state 
corresponding to their natural one. 

Example 1 in combination with Example 4 shows that 
disseminated tumour cells are obtained using the 
claimed method. 

The solution formulated in Claim 1 does not appear 
to be obvious from the cited prior art. Although Dl 
describes the separation of tumour cells by 
filtration, this, as is already mentioned above, 
relates to larger cell clumps, which are not the 
same as disseminated tumour cells. In D3 , EP-A-0 483 
506, blood is filtrated so as to separate cells of 
clinical interest from those which are not of 
interest. Of clinical interest are those cells which 
tan be coloured using the PAP test, a test for 
cancer cells. Of non-clinical interest are, for 
example, red and white blood corpuscles. However, 
filters are used with a pure width cf approx. 12 pirn 
and smal. 1 er . 



01 and D5 thus use filters, out, in one case, this 
is for the separation of non-disseminated tumour 
cells and, in the other case, no details are given 
as to the cells retained and the mesh width is 
different from that ohosen in the application. 
Therefore, it does not seem possible for a person 
skilled in the art to conclude from the teaching of 
these two doouments that a filter with a mesh width 
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of 15-30 ym is suitable for the separation of 
circulating tumour cells. 

The subject matter of Claims 1-8 therefore involves 
an inventive step. This also applies to Claim 9, 
which contains the method from Claims 1-7 as method 
steps . 

An inventive step can also be acknowledged for the 
subject matter of Claim 10, since the use of a sieve 
with a mesh or pore width of approximately 15-30 \im 
is not proposed in the prior art. 

D2 could also be considered the prior art closest to 
the cell Claims 11-14 and those claims which relate 
thereto. The cell mixtures containing the 
disseminated rumour cells from D2 contain ligands 
required for isolation purposes and also are not 
characterised by the tumour proportion indicated 
(see above comments with respect to novelty). 
Therefore, :he advantage of the cell mixtures in the 
present application is that, due to their purity and 
relatively high content of tumour cells, it is 
possible, for example, tc carry cut quantitative 
analyses of the expression of specific 
on cobio logically relevant nucleic acids. 

Consequently, the subject, matter of Claims 11-14 
addresses the problem of providing cell mixtures 
which contain a high proportion of pure, 
disseminated tumour cells and thus are accessible 
using modern analytical methods or are suitable for 
establishing cell lines and as pharmaceutical 
agents . 
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Example 4 shows the carrying out of LOH analyses and 
therefore that the cell mixtures of the application 
solve the problem. 

The subject matter of Claims 11-14 involves an 
inventive step since the prior art does not propose 
tumour cells which do not contain the additives 
necessary for their isolation. Both the 
aforementioned D2 and D4 - RYE, P.D. ET AL . : 
x Immunobead filtration: A novel approach for the 
isolation and propagation of tumor cells' THE 
AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY , Vol. 150, No. 1, 
1997, pages 99-106 - use direct or indirect 
antibodies or other additives (macrophage-inhibit ing 
peptide from D2 ) for the isolation. Claims 11-14 
thus meet the requirements of PCT Article 33(3). 

8. Claims 15-20 describe methods and uses of the novel 

and inventive cell mixtures of Claims 11-14. The 
subject matter of these claims is thus likewise 
inventive. This also applies to the pharmaceutical 
agent in Claim 21. 
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